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1 Einleitung 
 
Koronare Herzkrankheiten und Krebserkrankungen sind in ihrer Ätiologie und 
Manifestation häufiger als bisher vermutet mit chronischen Entzündungen assoziiert. 
Bereits im 19. Jahrhundert postulierte der deutsche Pathologe Rudolf Virchow seine 
Theorien, in denen er die Arteriosklerose als Entzündung der Arterien [1] sowie 
Entzündungsprozesse als prädisponierende Faktoren für Krebserkrankungen [2] 
vermutete. Diese Hypothesen sind heute aktueller denn je.  
Chronische Entzündungen des menschlichen Körpers sind eine zentrale 
Herausforderung der Medizin des 21. Jahrhunderts. Obwohl durch intensive 
medizinische Forschung entzündungsbedingter Krankheiten große Fortschritte 
hinsichtlich Diagnose und Therapie erzielt wurden, sind die zellulären Mechanismen, 
welche zum Entzündungsprozess beitragen, teilweise noch unbekannt. Eine 
Schlüsselrolle spielen dabei Ligand-Rezeptor-Interaktionen und deren Signalwege im 
Zellinneren. Jüngste Untersuchungen haben gezeigt, dass Mitglieder der S100-Protein-
Familie eine wichtige Rolle bei Entzündungsprozessen spielen. So wurden hohe 
extrazelluläre Spiegel an S100-Proteinen, wie z. B. im zirkulierenden Blut, mit einer 
Vielzahl von Krankheiten in Verbindung gebracht (Übersicht in [3-6]).  
Ein pathogener Mechanismus extrazellulärer S100-Proteine bezieht sich dabei auf eine 
Interaktion mit dem Rezeptor für advanced glycation endproducts (RAGE) [7-10]. Die 
Aktivierung des RAGE durch die Interaktion mit seinen Liganden führt zum Auslösen 
von Signalkaskaden im Zellinneren, an deren Ende es schließlich zur Ausschüttung 
verschiedener proinflammatorischer Wachstumsfaktoren und Zytokine kommt [8]. 
Die Bedeutung extrazellulärer S100-Proteine im Organismus und ihre Interaktion mit 
RAGE sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 
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1.1 S100-Proteine 
Die Gruppe der S100-Proteine bildet die größte Subfamilie kalziumbindender Proteine 
vom EF-Hand-Typ [11] und umfasst derzeit 25 Mitglieder [5, 12]. S100-Proteine sind 
kleine (9-14 kDa), saure Proteine, die erstmalig von Moore und Kollegen im Jahre 1965 
aus dem Rinderhirn isoliert wurden [13]. Die Namensgebung erfolgte aufgrund ihrer 
Eigenschaft in 100%iger Ammoniumsulfatlösung löslich zu sein. In späteren Studien 
konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesen isolierten Proteinen um S100A1 und 
S100B handelte [14, 15].  
1.1.1 Struktur der S100-Proteine 
S100-Proteine bestehen aus zwei EF-Hand-Motiven, die Kalzium koordinativ binden, 
sich jedoch hinsichtlich ihrer Aminosäure-Sequenz sowie ihrer Affinität zum Kalzium 
unterscheiden. Das C-terminale EF-Hand-Motiv besteht aus einer 12-Aminosäuren 
großen, kalziumbindenden Schleife (Loop 2), die von zwei α-Helices (Helix III und Helix 
IV) flankiert ist. Sie wird als klassische oder kanonische EF-Hand bezeichnet und 
besitzt eine hohe Kalziumbindungsaffinität (Kd ≈ 10-50 µM). Das N-terminale, nicht-
kanonische EF-Hand-Motiv, bestehend aus einer 14-Aminosäuren großen Schleife 
(Loop 1), welche von Helix I und Helix II umgeben ist, hat mit einem Kd ≈ 200-500 µM 
eine niedrigere Affinität zu Kalzium als die kanonische C-terminale EF-Hand [16, 17]. In 
Strukturanalysen von S100A1, S100B und S100A6 im kalziumfreien bzw. -bindenden 
Zustand konnte gezeigt werden, dass nur die kanonische C-terminale EF-Hand eine 
Konformationsänderung in Anwesenheit von Kalzium erfährt (Übersicht in [4]). Beide 
EF-Hände sind durch eine flexible Scharnierregion miteinander verbunden. Die Länge 
und Aminosäuresequenz der Scharnierregion sowie die der Carboxy-terminalen 
Domäne variieren zwischen den meisten S100-Proteinen am stärksten und sind 
wahrscheinlich bestimmend hinsichtlich ihrer biologischen Aktivität [3] (Abbildung 1-1).  
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Abbildung 1-1: Typische Struktur der S100-Proteine sowie die Aminosäuresequenzen 
von S100A1, S100A12 und S100B modifiziert nach Eckert und Kollegen [18]. S100-
Proteine bestehen aus vier α-Helix-Segmenten (Helices I-IV) und zwei kalziumbindenden 
Schleifen (L1 und L2) sowie einer C- und N-terminalen Domäne. Die beiden EF-Hand-Motive 
(bestehend aus Helix-Schleife-Helix) sind durch eine zentrale Scharnierregion (Hinge) 
miteinander verbunden.  
 
Die Sekundärstruktur des S100A12 ist denen des S100A1 und S100B sehr ähnlich. 
Die Primärstrukturen dieser drei S100-Proteine besitzen eine Homologie von ca. 40%.  
Mit Ausnahme des Calbindin D9k (S100G), liegen alle S100-Proteine intrazellulär als 
nicht-kovalent gebundene Dimere (Homo- bzw. Heterodimere) vor [3, 4, 19]. 
Dimerisierte S100-Proteine gehen bei der Bindung von Kalzium eine 
Konformationsänderung ein, in der die hydrophoben (interaktionsrelevanten) Bereiche 
an die Oberfläche gebracht werden. Anhand experimenteller Daten zu S100B-Dimeren 
wird die Dimerisierung als Voraussetzung für die Bindung an Zielproteine gewertet [20]. 
Neben den Dimeren konnten im Fall des S100A12 [21, 22] und S100B [10, 20] auch 
oligomere Formen nachgewiesen werden. 
1.1.2 Genetische Determination und Lokalisation von S100-Proteinen 
Die Nomenklatur der S100-Proteine orientiert sich an ihrer Genlokalisation [5]. Im 
Menschen sind die meisten S100-Proteine in einem engen Gen-Cluster auf 
Chromosom 1q21 kodiert [5, 23-26]. Das Gen für S100B ist dagegen auf Chromosom 
21q22 lokalisiert [27, 28]. So wurde im Plasma von Patienten mit Down-Syndrom 
(Trisomie 21) ein erhöhter S100B-Spiegel, nicht jedoch ein erhöhter S100A1-Spiegel 
gemessen [29]. Bei Menschen und Ratten sind die S100-Gene und -Proteine stark 
konserviert [3, 12]. Interessanterweise wird das S100A12-, S100A2-, S100A7- und 
S100P-Gen nicht in Mäusen bzw. Ratten exprimiert [30, 31]. In Nagern wird das 
S100A8 als Funktionshomologes des humanen S100A12 diskutiert [31, 32]. S100-
Proteine kommen ausschließlich in Vertebraten vor [31]. 
Die Genexpression und Proteinbiosynthese der einzelnen Mitglieder der S100-Protein-
Familie erfolgt weniger ubiquitär, sondern vielmehr in einem gewebe- bzw. 
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zelltypspezifischen Muster. So ist S100A1 das vorherrschende S100-Protein in der 
quergestreiften Muskulatur und im Herzmuskel [33]. Dagegen repräsentiert S100B 
0,2% aller Proteine des Gehirns und wird hauptsächlich von Astrozyten, 
Oligodendrozyten und Schwannschen Zellen synthetisiert [3, 16, 34-38]. S100A2 wird 
hauptsächlich im Brustepithel und der Leber synthetisiert [34]. Die Gene der „Myeloid-
assoziierten“ S100-Proteine S100A8, S100A9, S100A12 werden in neutrophilen Zellen 
im hohen Ausmaß konstitutiv exprimiert [39]. S100A12 wird dabei hauptsächlich in 
neutrophilen Granulozyten und in geringerem Ausmaß in Monozyten synthetisiert [32, 
40, 41].  
1.1.3 Funktion von S100-Proteinen 
S100-Proteine haben sowohl intrazelluläre, als auch extrazelluläre Funktionen 
(zusammengefasst in Tabelle 1-1). Durch die gewebe- und zellspezifische Lokalisation 
der S100-Proteine sind sie im Stande, das ubiquitär vorhandene Kalzium in eine 
gewebespezifische Antwort umzusetzen. S100-Protein-bezogene, kalziumabhängige 
Regulationen von intrazellulären Aktivitäten sind beispielsweise 
Proteinphosphorylierungen, die Stimulation des Zellwachstums und der 
Zelldifferenzierung, strukturelle Organisationen des Zytoskeletts und der Membranen 
sowie die Regulation der Kalziumhomöostase und von Enzymaktivitäten [5, 12, 42]. 
Einige S100-Proteine, wie S100B, S100A4, S100A7, S100A8, S100A9, S100A12 und 
S100A13 können von Zellen sezerniert werden und extrazellulär agieren [12]. So wirkt 
das S100A8/A9 Heterodimer chemotaktisch bei Entzündungsprozessen, indem es 
vermutlich den Arachidonsäurestoffwechsel moduliert [43, 44]. Ebenfalls 
chemotaktische Bedeutungen werden dem S100A2, in der Wirkung auf Granulozyten 
[45] sowie dem S100A7, in der Wirkung auf neutrophile Granulozyten und CD4+ T-
Helferzellen [46] zugesprochen. Eine Interaktion des S100A12 mit RAGE führt zur 
Ausschüttung proinflammatorischer Mediatoren [8]. S100B hat neurotrophe 
Eigenschaften auf neuronale Zellen [9]. 
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Tabelle 1-1: Nomenklatur und ausgewählte intra- und extrazelluläre Funktionen einiger 
S100-Proteine und assoziierte Erkrankungen (modifiziert nach [5, 19, 47, 48]) 
S100-Protein Parallelbezeichnungen Ausgewählte Funktionen Assoziierte Krankheiten  
S100A1* S100, S100A, S100-alpha Regulation des Zellwachstums, 
der Zellstruktur, des Stoffwechsels 
und der Herzmuskelkontraktion 
Kardiomyopathie, Krebs 
S100A2* S100L, CaN19 Organisation des Zytoskeletts, 
Regulierung der Transkription und 
Tumorsuppression 
Krebs 
S100A4* Calvasculin, Metastasin, 
Murine placental homolog, 
calcium placental protein 
(CAPL), MTS1, p9Ka, 18A2, 
pEL98, 42A, FSP1 
Regulation des Zellwachstums und 
der Zellstruktur, Zelldifferenzierung 
Krebs und Metastasierung, 
Rheumatoide Arthritis 
S100A6* Calcyclin (CACY), CABP, 
2A9, MLN4, prolactin 
receptor associated protein 
(PRA) 
Regulation des Zellwachstums, 
intrazelluläre Signaltransduktion, 
Kontraktion glatter Muskeln 
Krebs, amyotrophe 
Lateralsklerose 
S100A7* Psoriasin 1 (PSOR1), 
S100A7c 
Chemotaktische Wirkung auf 
Lymphozyten 
Krebs, Psoriasis 
S100A8* Calgranulin A (CAGA), 
CGLA, P8, MRP8, CFAG, 
LIAg, 60B8AG, CP10 
S100A9* Calgranulin B (CAGB), 
CGLB, P14, MRP14, CFAG, 
LIAg, 60B8AG 
Antwort chemotaktischer Signale, 
Regulation des Zellwachstums und 
der Kinaseaktivität, 
Zelldifferenzierung, Aufnahme von 
Fettsäuren 
Krebs, Entzündung, 
Wundheilung  
 
S100A10 Annexin II ligand (ANX2LG), 
calpactin I, light polypeptide 
(CAL1L), p11, CLP11, 42C 
Regulation der Freisetzung von 
Neurotransmittern 
Krebs 
S100A11* Calgizzarin, S100C, MLN70 Targeting und Quervernetzung der 
Membran 
Krebs, Erkrankungen der 
Augen 
S100A12* Calgranulin C (CAGC), 
CAAF1, CGRP, p6, 
ENRAGE, MRP-6 
Aktivierung von Mastzellen, 
Degradierung von Kateninen, 
proinflammatorische Aktivitäten 
Mooren’s ulcer 
(Autoimmunerkrankung), 
Krebs, inflammatorische 
Erkrankungen, Diabetes 
Typ 2 
S100B* S100, S100 Protein (beta 
chain), S100-beta, NEF 
Regulation des Zellwachstums, 
des Stoffwechsels und der 
Zellstruktur, Organisation des 
Zytoskeletts, intrazelluläre 
Signaltransduktion, Neuronale 
Apoptose 
Krebs, Morbus Alzheimer, 
Down Syndrom 
S100P* S100E, MIG9 Regulation der Zellproliferation Krebs 
* potentielle Liganden des Rezeptors für advanced glycation endproducts (RAGE).  
 
Aufgrund von erhöhten S100-Proteinspiegeln im zirkulierenden Blut bzw. in 
Synovialflüssigkeiten werden S100-Proteine mit verschiedenen Krankheiten assoziiert, 
wie z. B. ischämische, infektiöse oder traumatische Schäden im Gehirn, 
neurodegenerative Erkrankungen, ischämische Herzmuskelerkrankungen, 
Kardiomyopathien, Diabetes, Krebs und Metastasierung sowie verschiedene 
inflammatorische Erkrankungen [6, 16, 48-63] (Tabelle 1-1). 
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1.2 Der Rezeptor für advanced glycation endproducts (RAGE) 
Der Rezeptor für advanced glycation endproducts (RAGE), ein zur Immunglobulin-
Superfamilie gehörender Transmembranrezeptor, ist ein Bindungspartner für 
ausgewählte S100-Proteine. RAGE, der 1992 erstmals kloniert wurde, ist nach seinen 
zum damaligen Zeitpunkt bekannten Liganden, den advanced glycation endproducts 
(AGEs), benannt worden [64]. AGEs sind Produkte nicht-enzymatischer 
Glykoxidationen von Proteinen bzw. Lipiden und Makromolekülen, die vorrangig im 
Plasma von Diabetikern akkumulieren. Aufgrund der Komplexität und Heterogenität der 
involvierten chemischen Reaktionen konnten in vivo bislang nur wenige gebildete 
AGEs charakterisiert werden [65]. Dazu zählen unter anderem Nε-Carboxymethyl-
Lysin (CML), Pentosidin und Pyrralin. Zielproteine einer Glykierung sind vor allem 
verschiedene Membranproteine, wie das Kollagen, aber auch zirkulierende Proteine, 
wie Lipoproteine geringer Dichte (LDL) [66, 67]. Bei Diabetikern konnte im Vergleich zu 
gesunden Probanden eine erhöhte Menge AGE-modifizierter LDL (glykLDL) 
nachgewiesen werden [67-69].  
Neben den AGEs [70] zählen diverse, strukturell verschiedene Liganden, wie HMGB-1 
(Amphoterin) [71], Amyloid-ß [72], Mac-1 [73] sowie die S100-Proteine [7-10] zu den 
Interaktionspartnern des RAGE. Aufgrund der Eigenschaft mehrere Liganden 
verschiedener Art zu binden, wird RAGE in der Literatur auch häufig als 
Multiligandrezeptor oder auch pattern recognition receptor beschrieben. Als nicht-
internalisierender Rezeptor führt eine Interaktion des RAGE mit seinen Liganden zur 
Auslösung von Signaltransduktionskaskaden im Inneren der Zelle, an deren Ende es 
oft zur Aktivierung des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-κB kommt [74]. 
1.2.1 Struktur von RAGE 
Der humane full-length RAGE (flRAGE) ist aus einer extrazellulären Region (314 AS), 
einer Transmembrandomäne (27 AS) und einer zytosolischen Domäne (41 AS) 
aufgebaut [64] (Abbildung 1-2). Die extrazelluläre Region besteht aus einer V- sowie 
zwei C-Domänen, die als C1- und C2-Domäne bezeichnet werden.  
Ursprünglich wurde angenommen, dass nur die V-Domäne die Bindung von Liganden 
vermittelt [75, 76], und dass die Funktion der beiden C-Domänen in einer Stabilisierung 
der durch die V-Domäne vermittelten Liganden-Bindung liegt [75, 77]. Neuere Arbeiten 
zeigen, dass die V- und C1-Domänen keine unabhängigen Domänen sind, sondern 
vielmehr eine strukturell integrierte Einheit bilden. Im Gegensatz dazu ist die C2-
Domäne durch einen flexiblen Linker an die V-C1-Untereinheit gebunden und damit 
völlig unabhängig [78]. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Liganden-Bindung, 
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abhängig von der Art des Liganden, durch verschiedene Domänen (V-, C1- und C2-
Domänen) des RAGE vermittelt werden kann [22, 78, 79].  
Die im Verhältnis zur extrazellulären Domäne sehr kurze zytosolische Domäne verfügt 
weder über spezielle G-Protein-Bindungsstellen noch über Phosphorylierungsstellen. 
Für die Weiterleitung des Signals im Inneren der Zelle ist sie jedoch unverzichtbar [75, 
80, 81].  
Der flRAGE weist mit 382 Aminosäuren eine Größe von 45 kDa auf. Er besitzt zwei N-
Glykosilierungsstellen, die in der V-Domäne lokalisiert sind [64, 76, 82]. Jüngste 
Studien weisen darauf hin, dass RAGE an der Zelloberfläche Oligomere bildet [78, 83]. 
Neben dem flRAGE existieren drei weitere Isoformen, die sich deutlich in ihrer 
biochemischen Bedeutung und Funktion unterscheiden. So unterscheidet man 
zusätzlich zwischen der dominant negativen Form von RAGE (dnRAGE), dem RAGE 
ohne V-Domäne (ntRAGE) sowie dem löslichen RAGE (esRAGE) (Abbildung 1-2).  
Der dominant negative membrangebundene RAGE (dnRAGE), dem die 
zytoplasmatische Domäne fehlt, ist zwar zur Bindung von Liganden befähigt, kann 
jedoch keine Signalkaskade zur Aktivierung von NF-κB auslösen [75]. Im Gegensatz 
dazu besitzt der n-truncated RAGE (ntRAGE) keine V-Domäne, jedoch sind alle 
anderen Domänen identisch zum flRAGE. Der ntRAGE ist wahrscheinlich nicht zur 
konventionellen Ligandenbindung befähigt. Dennoch inhibiert eine hohe ntRAGE-
Genexpression die Migration von Endothelzellen [84]. Dies deutet auf einen Signalweg 
hin, der unabhängig zur typischen RAGE-Liganden-Interaktion abläuft [85]. Der 
endogenously-secreted RAGE (esRAGE) ist zur Bindung der Liganden befähigt. 
Diesem fehlt jedoch das C-terminale Ende und somit die zytoplasmatische Domäne 
und die Transmembrandomäne, welche für die Lokalisation in der Zellmembran 
verantwortlich ist. Damit kann esRAGE, sofern er extrazellulär vorliegt, mit RAGE-
Liganden interagieren und so eine Aktivierung von Signalkaskaden durch den flRAGE 
blockieren.  
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Abbildung 1-2: Schema der molekularen Strukturen von RAGE und seinen Isoformen 
modifiziert nach Logsdon und Kollegen [85]. flRAGE: membranständiger (full-length) RAGE; 
dnRAGE: dominant negativer RAGE (keine Zytoplasmatische Domäne), esRAGE: lösliche 
Rezeptorvariante (keine Transmembran- und Zytoplasmatische Domäne), ntRAGE: n-truncated 
RAGE (keine V-Domäne). 
 
Die beschriebenen Isoformen des RAGE entstehen während des Splicings des RAGE-
Gens. Aktuelle Studien haben jedoch gezeigt, dass esRAGE durch proteolytische 
Spaltung des flRAGE, katalysiert durch die Metallopeptidase ADAM10 und γ-
Sekretase, erzeugt werden kann [86, 87].  
Im Folgenden wird für den membranständigen flRAGE die Kurzform RAGE verwendet. 
1.2.2 Lokalisation und Verteilung des RAGE 
RAGE wird während der Entwicklung besonders im zentralen Nervensystem auf 
hohem Niveau synthetisiert. In ausgewachsenen Organismen wird die RAGE-
Proteinbiosynthese in den meisten Zelltypen, wie in Neuronen, glatten Muskelzellen, 
mononukleären Phagozyten, Makrophagen, Endothelzellen, Herz-Myozyten und 
Hepatozyten reduziert. Jedoch kann in juvenilen und in adulten Organismen eine 
erhöhte Genexpression und Proteinbiosynthese des RAGE in der Lunge festgestellt 
werden [88-90]. 
Die relativ geringe Expression von RAGE in der Homöostase kann durch die 
Interaktion mit seinen Liganden erhöht werden. So steht eine erhöhte Expression von 
RAGE in Beziehung mit Erkrankungen wie Diabetes mellitus [88, 91], Atherosklerose 
[92], Rheumatoider Arthritis [93, 94], Nierenerkrankungen [95], Morbus Alzheimer [96, 
97], Krebs [98-100] sowie Entzündungen im allgemeineren Sinne [101]. 
RAGE weist starke Homologien zwischen den Vertebraten auf, wobei die 
Aminosäuresequenzen zwischen Mensch und Ratte zu 88 % identisch sind [102]. 
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1.2.3 Aktivierung von RAGE und seine Signaltransduktion 
Die Interaktion des RAGE mit seinen Liganden ist sowohl im gesunden als auch im 
erkrankten Organismus von Bedeutung. Durch diese Interaktion werden 
proinflammatorische und prokoagulierende Prozesse ausgelöst. Vor allem chronische 
Erkrankungen wie Amyloidosen, Morbus Alzheimer, Diabetes mellitus und 
Tumorerkrankungen stehen eng mit der Interaktion von RAGE und seinen Liganden im 
Zusammenhang [77, 85, 103].  
Die Bindung der Liganden an RAGE aktiviert multiple zelluläre Signalkaskaden. Eine 
große Rolle spielen dabei die mitogen activated protein kinases (MAP-Kinasen), die an 
einer Vielzahl zellulärer Reaktionen wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose 
beteiligt sind (Übersicht in [104]).  
Die Aktivierung der extracellular signal-related kinase (ERK1/2) wurde an glatten 
Muskelzellen, tubulären epithelialen Myofibroblasten, Myoblasten, Osteoblasten und 
Monozyten gezeigt. Die Aktivierung von p38- und JNK- MAP-Kinasen wurde in 
Monozyten/Makrophagen und Tumorzellen beobachtet. Darüber hinaus können Rho-
GTPasen, die Phosphoinositol-3-Kinase und der JAK/STAT-Signalweg mit der RAGE-
Aktivierung in Verbindung gebracht werden (Übersicht in [81]). Eine RAGE-Liganden-
Interaktion kann außerdem zu einer direkten Generation von reaktiven 
Sauerstoffspezies u. a. durch die NADPH-Oxidase führen [105].  
Die meisten dieser Signalkaskaden führen u. a. zu einer Aktivierung des nukleären 
Transkriptionsfaktors NF-κB (Abbildung 1-3). 
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Abbildung 1-3: Schema zur RAGE-abhängigen Aktivierung von Zellen durch den 
Transkriptionsfaktor NF-κB. 
 
In ruhenden Zellen liegt NF-κB im Zytoplasma meist in inaktiver Form, gebunden an 
das Inhibitor-Molekül IκBα vor. Durch eine Aktivierung werden IκBα-Proteine 
phosphoryliert und abgebaut. Anschließend erfolgt die Freisetzung von NF-κB und eine 
schnelle Translokalisation in den Zellkern [106]. Dort binden NF-κB-Moleküle an 
spezifische Promotor- oder Enhancerregionen von Zielgenen und aktivieren deren 
Transkription. Dadurch reguliert NF-κB die Expression von über 200 Genen für 
beispielsweise proinflammatorische Zytokine, Adhäsionsmoleküle, 
Wachstumsfaktoren, IκBα und RAGE selbst (Abbildung 1-3). So konnte festgestellt 
werden, dass RAGE in Gegenwart seiner Liganden die Regulation eines positiven 
Feedback-Mechanismus auslöst, welcher die Genexpression und Synthese von RAGE 
aktiviert [107].  
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1.2.4 S100-Proteine und RAGE 
Nach heutigem Erkenntnisstand können S100B, S100A1, S100A2, S100A4, S100A6, 
S100A7, S100A11, S100A12, S100P sowie das Heterodimer S100A8/A9 eine 
Interaktion mit RAGE eingehen [8, 9, 108-111].  
Die erste Interaktion eines S100-Proteins mit RAGE wurde von Hofmann und Kollegen 
beschrieben [8]. Dabei handelte es sich um das S100A12, welches deshalb auch 
häufig als EN-RAGE (extracellular newly identified RAGE binding protein) in der 
Literatur bezeichnet wird. S100A12 bindet mit hoher Affinität (Kd = 91 ± 29 nM) an 
immobilisierten sRAGE. Die RAGE-Bindung durch S100A12 an Endothelzellen 
resultiert in einer Aktivierung von NF-κB und in einer Hochregulation der VCAM-1-
Expression. Mononukleäre Phagozyten sezernieren in Anwesenheit von S100A12 die 
proinflammatorischen Zytokine TNFα und IL-1β. Lymphozyten sezernieren durch eine 
S100A12-RAGE-abhängige Aktivierung IL-2 [8]. 
Später wurde über eine RAGE-Aktivierung durch S100A1 und S100B berichtet, die 
zusammen mit HMGB-1 einen Auswuchs von Neuriten induzieren [9]. Nanomolare 
Konzentrationen von S100B schützen Neuronen vor stressbedingter Apoptose durch 
den Ras - MAP-Kinase-Kinase (MEK)-ERK1/2 - NF-κB Signalweg indem es zur 
Hochregulation des Anti-apoptotischen Faktors Bcl-2 kommt. Des Weiteren stimuliert 
S100B in nanomolarer Konzentration durch die Aktivierung der kleinen GTPasen 
Rac1/Cdc42 den Auswuchs von Neuriten [9]. Mikromolare Konzentrationen des S100B 
führen zu einer RAGE-abhängigen Überproduktion von reaktiven Sauerstoffspezies 
und zu einer Aktivierung des Ras - MEK - ERK1/2-Signalweges. Es kommt zu einer 
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien und damit zur Aktivierung von 
Caspase-3, was zur Apoptose führt [9]. Astrozyten, die Zellen mit der höchsten 
Expression von S100B, sezernieren durch eine S100B-induzierte, RAGE-abhängige 
Aktivierung TNFα und IL-6 [112]. Eine S100B-RAGE induzierte Aktivierung der COX-2-
Genexpression und eine erhöhte COX-2-Proteinbiosynthese durch die Aktivierung des 
p38 - ERK1/2 - NF-кB-Signalwegs konnte in THP-1-Zellen (Monozyten) gezeigt werden 
[113]. In Endothelzellen kann durch eine S100B-RAGE-Aktivierung die Genexpression 
von VCAM-1 erhöht werden. S100A4 kann im menschlichen, arthritischen Knorpel eine 
RAGE-abhängige Signalkaskade aktivieren, die zur erhöhten Freisetzung der Matrix-
Metalloproteinase-13 (Kollagenase 3) führt [114].  
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die RAGE-S100-Protein-Interaktion 
durch eine Reihe von Signalkaskaden verschiedenartig auf zelluläre Funktionen wirkt 
und abhängig vom jeweiligen S100-Protein und seiner Konzentration ist.  
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Obwohl die hier genannten S100-Proteine an RAGE binden und RAGE-abhängige 
Signalkaskaden aktivieren, ist es fraglich ob RAGE als einziger extrazellulärer 
Bindungspartner von S100-Proteinen gilt. So konnte bei diversen S100-Proteinen eine 
RAGE-unhabhängige Zellbindung bzw. -aktivierung festgestellt werden. S100A4 kann 
einen RAGE-unabhängigen, G-Protein gekoppelten Auswuchs der Neuriten in 
primären Ratten-Neuronen induzieren [115]. Es konnte gezeigt werden, dass das 
S100A8/A9 Heterodimer an Heparansulfat-Proteoglykane und carboxylierte N-Glykane 
bindet und dadurch MAP-Kinase- bzw. NF-κB-Signalwege aktiviert [108, 116]. Einige 
S100-Protein-abhängige Aktivierungen von RAGE-Protein-negativen Zellen bestätigen 
die Hypothese weiterer S100-Protein-Bindungspartner. So aktiviert S100A12 RAGE-
negative Mastzellen [117]. Picomolare Konzentrationen von S100B inhibieren die 
Differenzierung und stimulieren die Proliferation in RAGE-negativen Myoblasten und 
reduzieren deren Apoptose [118, 119].  
 
Neben den klassischen RAGE-Liganden können weitere entzündliche Faktoren eine 
wichtige Rolle in der RAGE-abhängigen Aktivierung von Zellen und Geweben spielen. 
Bisherige Befunde führten zur Formulierung des two-hit-Modells für eine RAGE-
vermittelte Gewebeschädigung [77]. Dabei erfolgt im ersten Schritt eine noch reversible 
Gewebeaktivierung durch eine anhaltende Präsenz von RAGE-Liganden. Im zweiten 
Schritt kommt es durch zusätzliche Faktoren, wie oxidierten Lipoproteinen, Ischämie, 
Stress und weiteren Stimuli zu fortgesetzten, irreversiblen Gewebeschädigungen. 
Dieser Prozess kann, soweit bisher bekannt ist, nur durch eine Blockierung der RAGE-
Liganden-Interaktion unterbrochen werden. So konnte in Mäusen mit akuter 
Entzündung durch Gabe von Antikörpern gegen S100-Proteine bzw. von sRAGE, der 
synthetischen Version des natürlich vorkommenden esRAGE, die Produktion 
proinflammatorischer Zytokine, die Infiltration des Gewebes durch inflammatorische 
Zellen und die anhaltende Aktivierung von NF-κB supprimiert werden [8]. In 
diabetischen Mäusen konnte eine erhöhte Expression von S100A12 detektiert werden 
[90, 120] welche darauf hinweist, dass hohe S100-Spiegel neben den AGEs zur 
RAGE-vermittelten Ausbreitung von vaskulären Komplikationen beisteuern. Diese und 
weitere Zell- und tierexperimentelle Untersuchungen an ausgewählten 
Krankheitsmodellen unterstützen die diskutierten RAGE-S100-abhängigen 
Pathomechanismen und geben Ansätze für therapeutische und diagnostische 
Interventionen. 
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1.3 Positronen-Emissions-Tomographie 
Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein bildgebendes Verfahren in der 
Nuklearmedizin. Sie bietet, gegenüber den morphologisch orientierten Verfahren wie 
der Computertomographie (CT) oder der Magnetresonanztomographie (MRT), die 
Möglichkeit zur Darstellung funktioneller Stoffwechselvorgänge im Körper. Mit der PET 
können biochemische und physiologische Vorgänge bei Menschen bzw. Tieren nicht-
invasiv und dreidimensional dargestellt sowie quantitativ erfasst werden.  
Die Einsatzgebiete der Kleintier-PET (Abbildung 1-4) sind vielfältig und reichen von 
der Entwicklung neuer Radiopharmaka zur Diagnose oder Therapie bis hin zur 
Erforschung molekularer Mechanismen unter physiologischen und pathologischen 
Bedingungen.  
 
 
 
Abbildung 1-4: Kleintier-PET-Tomograph am Forschungszentrum Dresden-Rossendorf. 
 
1.3.1 Messprinzip 
Dem Patienten bzw. Versuchstier wird vor der Messung ein Radiopharmakon 
(Radiotracer) intravenös (i.v.) injiziert, welches mit einem Positron-emittierenden 
Radionuklid (z. B.: Fluor-18) markiert ist. Beim Zerfall des Nuklids wird ein Proton in ein 
Neutron umgewandelt, wobei ein Positron (ß+) und ein Neutrino emittiert werden. 
Positronen sind die Antiteilchen der Elektronen. Das Positron bildet mit einem 
Hüllelektron für einen kurzen Moment ein Positronium bevor ihre Masse in zwei γ-
Quanten umgewandelt wird (Annihilation), die in entgegengesetzter Richtung 
auseinander fliegen. Die Energie der beiden γ-Quanten beträgt aufgrund des Energie- 
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und Impulserhaltungssatzes jeweils 511 keV. Werden die beiden Quanten von zwei 
gegenüberstehenden Detektoren innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls gemessen, 
ist der Ort der Annihilation auf eine Position auf der Verbindungslinie zwischen den 
beiden Detektoren (line of response) zurückzuführen. Der Nachweis eines 
Zerfallsereignisses erfolgt durch die gleichzeitige Registrierung beider Quanten in 
gegenüberliegenden Szintillationsdetektoren (Koinzidenz). In Abbildung 1-5 ist dieser 
Prozess schematisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 1-5: Das Messprinzip der PET. 
 
 
Zur Bestimmung der Verteilung der radioaktiv markierten Substanz und ihrer 
Metaboliten in einem Untersuchungsobjekt müssen möglichst viele Koinzidenzen 
gemessen werden. Die Detektorpaare sind deshalb in einem Ring angeordnet. 
Je nach Ziel der Untersuchung werden statische oder dynamische Messungen 
durchgeführt und entsprechend ausgewertet. Statische Messungen erfolgen nachdem 
sich der Tracer im Körper verteilt hat (z. B. 1 h p. i.). Das Ziel ist, die Bioverteilung als 
eine Art Momentaufnahme nach Sättigung zu erfassen. Demgegenüber werden 
dynamische Messungen zur Auswertung der Biokinetik eingesetzt. Hierzu erfolgt die 
Injektion des Tracers zu Messbeginn. Die gesamte Aufnahmedauer wird in 
unterschiedlich lange Zeitintervalle (frames) eingeteilt.  
Bei beiden Aufnahmemodi werden die gewonnenen Daten in sogenannte Sinogramm-
Matrizen einsortiert. Die Einträge in einer Sinogramm-Matrix beschreiben die Position 
der Ereignisse im PET-Scanner-Koordinatensystem. Zur Bestimmung der 
Aktivitätsverteilung im Untersuchungsbereich werden die Sinogramm-Matrizen mittels 
eines Rekonstruktions-Verfahrens in dreidimensionale Bildvolumina überführt. 
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1.4 Radiomarkierung von Proteinen mit Fluor-18 
Um Untersuchungen mittels PET durchzuführen, ist der Einsatz von Positronen-
emittierenden Radionukliden (Positronenstrahlern) notwendig. Das am häufigsten 
eingesetzte PET-Nuklid ist der Positronenstrahler 18F, welcher in über 90% aller PET-
Untersuchungen verwendet wird. Tabelle 1-2 zeigt die Eigenschaften des 
Positronenstrahlers 18F mit Informationen über Halbwertszeit, Zerfallsart, maximale 
Positronenenergie und maximale Reichweite der Positronen in Wasser [121]. 
 
Tabelle 1-2: Wichtige Eigenschaften des PET-Radionuklids 
18
F. 
Nuklid Halbwertszeit  Umwandlungsart 
[%] 
Max. Positronen- 
energie [MeV] 
Max. Reichweite 
[mm H2O] 
18F 109,7 min β+ 96,9 
EC 3,1 
0,64 2,4  
 
18F wandelt sich zu fast 100% mit einer Halbwertszeit von 109,8 min unter Abgabe 
eines Positrons zu 18O um. Die Herstellung des 18F findet mit Hilfe eines Zyklotrons 
statt. Die Halbwertszeit von 109,8 min erlaubt mehrstufige Synthesen einschließlich 
Reinigung der Radiopharmaka und ermöglicht PET-Messungen in einem 
angemessenen Zeitrahmen. Die geringere Positronenenergie minimiert die 
Strahlenbelastung für die Patienten und ermöglicht eine gute physikalische 
Ortsauflösung (kurzer Weg des Positrons).  
Der Positronen-Emitter 18F ist dank der genannten Eigenschaften ein ideales 
Radionuklid für die PET. 
 
Eine direkte Markierung von Proteinen durch nukleophile Fluorierung mit [18F]Fluorid ist 
aufgrund der sehr drastischen Reaktionsbedingungen (hohe Temperatur; stark 
basische, organische Lösungsmittel) nicht möglich. Eine Fluorierung kann daher nur 
indirekt durchgeführt werden. Dies kann durch radioaktiv markierte prosthetische 
Gruppen geschehen. Eine solche Anwendung beinhaltet die Markierung eines kleinen 
organischen Moleküls mit [18F]Fluorid, das fähig ist eine Proteinbindung unter milden 
Bedingungen einzugehen.  
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An die Markierung von Proteinen mit Hilfe von 18F-tragenden prosthetischen Gruppen 
sind folgende Anforderungen geknüpft: 
o Die Herstellung der 18F-tragenden prosthetischen Gruppe sollte aufgrund der 
Halbwertszeit-Problematik nur wenige Reaktionsschritte umfassen. 
o Die Reaktion zwischen der Markierungssubstanz und dem Protein sollte in 
einem geeigneten Puffersystem unter milden Bedingungen (neutraler pH-Wert, 
Temperatur < 37°C) und mit guten Markierungsausbeuten durchführbar sein. 
o Die Reinigung des Reaktionsansatzes unter Abtrennung der radioaktiven und 
sonstigen Nebenprodukte sollte möglichst in einem Reinigungsschritt erfolgen. 
o Die prosthetische Gruppe sollte die biologische Funktionalität der Proteine so 
gering wie möglich beeinflussen. 
 
Die Konjugation der prosthetischen Gruppe kann durch eine Vielzahl von Reaktionen 
ausgeführt werden. Diese können Acylierungen, Amidierungen und Imidierungen von 
Amingruppen, Alkylierungen von Thiolgruppen, photochemische Konjugationen und 
chemoselektive Reaktionen (Übersicht in [122]), aber auch Click-Chemie [123-126] 
beinhalten. 
Die 18F-Alkylierung über Thiol-reaktive Agenzien erfordert das Vorhandensein frei 
zugänglicher Cysteinreste im Protein.  
Geeignete Agenzien zur Einfügung von prosthetischen Gruppen an Thiolen sind 
18F-markierte Maleinimide (Abbildung 1-6). Sie reagieren in einer Michael-Addition mit 
SH-Gruppen des Proteins zu Thioethern. Die Maleinimide N-[6-(4-
[18F]Fluorbenzylidene)aminooxyhexyl]maleimide ([18F]FBAM) und 4-[18F]Fluoraldehyd-
O-(2{2[2(pyrrol-2,5-dion-1-yl)-ethoxy]ethoxy}ethyl)oxim ([18F]FBOM) wurden bereits 
erfolgreich zur 18F-Radiomarkierung von Peptiden und Lipoproteinen eingesetzt [127].  
 
 
Abbildung 1-6: Die Maleinimide [
18
F]FBAM (links) und [
18
F]FBOM (rechts). 
 
Vor einer 18F-Radiomarkierung dieser Art sollte das Vorhandensein freier Thiolgruppen 
im Protein geprüft werden. Einige Proteine, wie z. B. das S100A12 erfüllen diese 
Voraussetzung nicht.  
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Alternativ könnten diesen Proteinen, z. B. durch die Reaktion der Aminogruppen mit 2-
Iminothiolan, Sulfhydrylgruppen zugeführt werden. Bei vorhandenen Disulfidbrücken im 
Protein können diese durch reduzierende Agenzien, wie Dithiothreitol oder 
2-Mercaptoethanol zu freien Sulfhydrylgruppen reduziert werden.  
Diese Maßnahmen führen jedoch oft zu einer Beeinträchtigung der funktionellen 
Eigenschaften des Proteins. 
 
Die 18F-Radiomarkierung über Amin-reaktive Konjugate erfordert das Vorhandensein 
einer frei zugänglichen ε-Aminogruppe von Lysinen oder einer frei zugänglichen N-
terminalen Aminogruppe. Mit der vielseitig einsetzbaren 18F-Acylierung können 
18F-Radiomarkierungen von Peptiden und Proteinen auch im wässrigen Milieu unter 
leicht basischen Bedingungen durchgeführt werden. 
Das am häufigsten eingesetzte Konjugat zur Reaktion mit Aminogruppen ist das 
Acylierungsagens N-Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoesäure [18F]SFB (Abbildung 1-7) 
[128].  
 
Abbildung 1-7: Der Aktivester [
18
F]SFB. 
 
Bei [18F]SFB handelt es sich um einen Aktivester vom Bolton-Hunter-Typ mit dem 
Succinimidyl-Rest als Abgangsgruppe. Die mühsame und zeitaufwendige 
Radiosynthese des [18F]SFB hat sich über die Jahre verbessert. Sie erfolgt in einem 
Synthesemodul als 3-Schritt-Reaktion innerhalb von 40 min nach EOB (end of 
bombardement) und einer radiochemischen Reinheit von 95% [129]. So wurden bereits 
viele Proteine, Peptide und Biomakromoleküle erfolgreich durch die Konjugation des 
[18F]SFB 18F-fluorbenzoyliert [130-139]. Die hohe Stabilität der Fluor-Aromat-Bindung 
führt zu einer geringen Defluorierung des Tracers in vivo.  
[18F]SFB ist aufgrund der in vivo-Stabilität des resultierenden [18F]Fluorbenzamides und 
den erreichbaren Ausbeuten für die Markierung von bioaktiven Molekülen gut geeignet. 
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1.5 Zielstellung der Arbeit 
Die Interaktion von S100-Proteinen mit dem Rezeptor für advanced glycation 
endproducts (RAGE) wurde in den letzten Jahren als wichtige Implikation für eine 
Vielzahl von Krankheiten und pathophysiologischen Situationen, wie 
Entzündungsprozessen und der Tumorigenese gewertet. Das tiefergehende 
Verständnis der S100-RAGE-Interaktion unter in vivo-Bedingungen stellt eine 
wissenschaftliche Herausforderung dar und ist dabei eine Voraussetzung für die 
Entwicklung neuer Diagnose- und Therapieansätze bei RAGE-assoziierten 
Erkrankungen. Das bessere Verständnis des Metabolismus von extrazellulär 
zirkulierenden S100-Proteinen stellt zudem einen vielversprechenden 
Forschungsansatz zur Untersuchung S100-Protein-assoziierter Erkrankungen dar.  
Eine Methode zur nicht-invasiven molekularen Bildgebung von Stoffwechselprozessen 
mit der Möglichkeit, zelluläre und molekulare Reaktionswege aufzuzeigen sowie 
in vivo-Mechanismen von Krankheiten im Kontext eines physiologischen Umfeldes 
darzulegen, ist die Positronen-Emissions-Tomographie (PET). Die Untersuchung von 
molekularen Krankheitsprozessen mittels PET als bildgebendes Verfahren nimmt einen 
immer größeren Stellenwert in der medizinischen Forschung und in der klinischen 
Diagnostik ein. 
 
Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit ist, geeignete Fluor-18-markierte S100-
Proteine (18F-S100) herzustellen, diese biochemisch zu charakterisieren und deren 
Metabolismus und Interaktion mit RAGE in vivo mittels Kleintier-PET am Tiermodell zu 
untersuchen. 
 
Die Arbeitshypothesen lauten: 
 
1.) 18F-S100-Proteine sind für in vivo-Untersuchungen mittels Kleintier-PET geeignet 
 und liefern die Möglichkeit, Aussagen zum metabolischen Schicksal extrazellulär 
 zirkulierender S100-Proteine zu treffen. 
 
2.) 18F-S100-Proteine sind für eine bildgebende Charakterisierung von RAGE mittels 
 Kleintier-PET geeignet und liefern Aussagen zur funktionellen Verteilung von RAGE 
 in  vivo. 
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Daraus leiten sich folgende konkrete Fragestellungen ab: 
 
o Wie stark wird das RAGE-Gen in den verwendeten Zellmodellen und im 
Tiermodell Ratte exprimiert und wie ist die Verteilung von RAGE in diesen 
Modellen? 
 
o Welche Organe und Zelltypen sind für die Bindung und den Metabolismus der 
S100-Proteine S100A1, S100A12 und S100B verantwortlich? 
 
o Gibt es neben RAGE weitere Rezeptoren bzw. Zielstrukturen, die bei der 
Interaktion mit diesen S100-Proteinen eine Rolle spielen? 
 
o Besitzen 18F-S100-Proteine das Potential, als Radiopharmaka in der klinischen 
Diagnose von inflammatorischen Stoffwechselerkrankungen bzw. 
Tumorerkrankungen eingesetzt zu werden? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien  
2.1.1 Geräte 
Gerät Firma 
Äkta Prime Plus GE Healthcare Life Science (München, 
Deutschland) 
Aktivimeter Isomed 2000 Nuklear-Medizintechnik Dresden GmbH 
(Dresden, Deutschland) 
Analysenwaage  Sartorius AG (Göttingen, Deutschland) 
Brutschrank HeraCell Heraeus/ Kendro Laboratory Products GmbH 
(Hanau, Deutschland) 
Gamma Counter Cobra II Canberrra-Packard GmbH (Dreieich, 
Deutschland) 
Gelauswertekammer GeneFlash Syngene Bio Imaging (Cambridge, UK) 
Gelelektrophoresekammer Multiphor II Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK) 
Gelelektrophorese-System (Miniprotean) BioRad (München, Deutschland) 
Imager System Biostep (Jahnsdorf, Deutschland) 
Kleintier-PET Scanner microPET P4, CTI Concorde Microsystems, 
(Knoxville, 283 TN, USA) 
Mastercycler Gradient Eppendorf (Hamburg-Eppendorf, Deutschland) 
Mikroskop AxioImager A1 Carl Zeiss (Jena, Deutschland) 
Photometer Bio Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Photometer Synergy HT BioTek Instruments (Bad Friedrichshall, 
Deutschland) 
Radioluminographie-Scanner (BAS 5000) FUJIFILM Europe, Düsseldorf, Deutschland 
Sterilbank Steril Gard II A/B3 Baker Company (Sandford, Maine, USA) 
Thermomixer Comfort Eppendorf (Hamburg-Eppendorf, Deutschland) 
Thermozykler Realplex Eppendorf (Hamburg-Eppendorf, Deutschland) 
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendorf (Hamburg-Eppendorf, Deutschland) 
TissueLyser  Qiagen (Hilden, Deutschland) 
Trans-Blot Semi-Dry Blotter BioRad (München, Deutschland) 
Ultraschallstab UW 2200 Bandelin Electronic (Berlin, Deutschland) 
Zellzählgerät CASY Schärfe System (Reutlingen, Deutschland) 
Zentrifuge Biofuge stratos Heraeus/ Kendro Laboratory Products GmbH 
(Hanau, Deutschland) 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Nicht gesondert aufgeführte Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Greiner 
Bio-One (Frickenhausen, Deutschland), Schütt (Göttingen, Deutschland) und Roth 
(Karlsruhe) bezogen.  
 
Verbrauchsmaterial Firma 
96well-Platten „MaxiSorp™“ Nunc (Langenselbold, Deutschland) 
Culture Slides (Objekträger mit Aufsatz) BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland) 
DC-Fertigplatten Kieselgel 60 mit 
Fluoreszenzindikator 
Merck (Darmstadt, Deutschland) 
Detoxi-Gel Endotoxin Removing Columns Perbio Science (Bonn, Deutschland) 
Glutathione-Sepharose 4B GE Healthcare Life Science (München, 
Deutschland) 
Nickel Sepharose™ 6 Fast Flow  GE Healthcare Life Science (München, 
Deutschland) 
Nitrozellulosemembran Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Objektträger (SuperfrostPlus) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Ultrafiltrationssäulen (Vivaspin 6) Sartorius (Göttingen, Deutschland) 
2.1.3 Chemikalien und Enzyme 
Alle hier nicht aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt, 
Deutschland), Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) und Roth (Karlsruhe, 
Deutschland) bezogen und waren von p.A.-Qualität. 
 
Chemikalie/ Enzym Firma 
12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Azetat 
(TPA) 
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Agarose Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
alkalische Phosphatase aus Kälberdarm 
(CIP) 
New England Bioloabs (Frankfurt, 
Deutschland) 
Ampizillin Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Desfluran BAXTER, Unterschleißheim, Deutschland 
Dextran Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Dextransulfat Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Ethidiumbromid AppliChem (Darmstadt, Deutschland) 
Fucoidan Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
G418 (Geneticin) Biochrom (Berlin, Deutschland) 
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Gentamycin Biochrom (Berlin, Deutschland) 
Kanamycin Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I 
Fermentas Life Sciences (St. Leon Rot, 
Deutschland) 
Lektin Con A und SBA Reiss Laborbedarf (Mainz, Deutschland) 
Lektin GS-IB4 Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Lektine SBA und GS-IB4 konjugiert mit 
Alexa Fluor 647  
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
Magermilchpulver  Saliter (Obergünzburg, Deutschland) 
Oligonukleotide Metabion (Martinsried, Deutschland) 
Orange Loading Dye Fermentas Life Sciences (St. Leon Rot, 
Deutschland) 
Polyinosinsäure Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
PreScission™ Protease GE Healthcare Life Science (München, 
Deutschland) 
Proteinstandard High-Range Rainbow 
Marker (RPN756) 
Amersham Bioscience (Freiberg, Deutschland) 
Proteinstandard Precision Plus  BioRad (München, Deutschland) 
Proteinstandard SeeBluePlus2  Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
Restriktionsenzyme New England Bioloabs (Frankfurt,Deutschland) 
T4 DNA-Ligase Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
Taq Polymerase Eppendorf (Hamburg, Deutschland) Invitrogen 
(Karlsruhe, Deutschland) 
Trypsin-EDTA Biochrom (Berlin, Deutschland) 
Vectashield  Vector Laboratories (Burlingame, Kalifornien, 
USA) 
Zeocin Invivo Gen (San Diego, CA, USA) 
2.1.4 Klonierungs- und Expressionsvektoren 
Bezeichnung Bezugsquelle 
pCR4-TOPO Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
pDNR-LIB-hRAGE (Clone p969E0387D6) rzpd (Berlin, Deutschland) 
pGEX-6P-1 Promega (Mannheim, Deutschland) 
pIRES2-AcGFP1 Clontech (Palo Alto, USA) 
pSECTag2B-sRAGE Prof. Bachmann, Immunologie, Medizinische 
Fakultät Carl Gustav Carus Dresden 
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2.1.5 Antikörper 
Bezeichnung Firma 
Anti-RAGE (N-16; goat) sc-8230 Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) 
Anti-S100 alpha Acris (Herford, Deutschland) 
Anti-β-Aktin (monoklonal,Klon AC-74) Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Anti-CD36 (rabbit) NB400-144 Novus Biologicals (Littleton, CO, USA) 
Anti-LOX-1 (rabbit) 3659R-100 BioVision (Mountain View, CA, USA) 
Anti-SRA (goat) sc-20441 Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) 
Anti-SR-BI (rabbit) NB400-104 Novus Biologicals (Littleton, CO, USA) 
Anti-goat IgG POD (A 5420) Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Anti-mouse IgG POD (A 9044) Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Anti-rabbit IgG POD (A 0545) Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Alexa Fluor rabbit anti-goat IgG 594 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
Anti goat IgG Biotin (205-065-108) Dianova (Hamburg, Germany) 
2.1.6 Kits 
Bezeichnung Firma 
Perfect Plasmid Mini Prep Kit Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) 
QuantiTect RT-PCR-Kit  Qiagen (Hilden, Deutschland) 
RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) 
Subcellular Proteom Extraction Kit Calbiochem (San Diego, CA, USA) 
SuperScript III One-Step RT-PCR Kit with 
Platinum Taq DNA Polymerase 
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) 
SuperSignal West Chemiluminescent 
Substrate 
Perbio Science (Bonn, Deutschland) 
TNFα-, IL-8- und IL-6-Immunoassay 
(ELISA)  
R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt, 
Deutschland) 
BCA Protein Assay Perbio Science (Bonn, Deutschland) 
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2.1.7 Puffer, Medien und Lösungen 
Puffer/ Medium/ Lösung Chemikalien 
Blotpuffer (Bjerrum und Schäfer-Nielsen 
Blotpuffer) 
48 mM Tris  
39 mM Glyzin  
0,004% SDS (w/v) 
20% Methanol (v/v) 
Coomassie-Färbelösung 0,1% Coomassie Blue R 250 (G250) (w/v) 
50% Methanol (v/v) 
10% Eisessig (v/v) 
Entfärbelösung 1 50% Methanol (v/v) 
10% Eisessig (v/v) 
Entfärbelösung 2 10% Methanol (v/v) 
5% Eisessig (v/v) 
Fixierlösung 4% Paraformaldehyd (w/v) in PBS 
GST-Bindungspuffer (pH 7,4) 1 × PBS 
1 mM PMSF 
10 µg/mL Leupeptin 
1 mM DTT 
GST-Spaltungspuffer Puffer (pH 7,5) 50 mM Tris-HCl  
150 mM NaCl    
1 mM EDTA 
His-Bindungspuffer (pH 8,0) 20 mM NaH2PO4  
500 mM NaCl  
5 mM Imidazol  
His-Elutionspuffer (pH 8,0) 20 mM NaH2PO4  
500 mM NaCl  
250 mM Imidazol  
Kalzium-Bindungspuffer (pH 7,5) 20 mM HEPES  
150 mM NaCl  
1,2 mM MgCl2 
1,3 mM CaCl2  
LB-Medium 1% Pepton (w/v)   
0,5% NaCl (w/v)   
0,5% Hefe-Extrakt (w/v) 
Lyse-Puffer 0,5 M Tris/HCL 
2% SDS (w/v) 
10 mg/ml Pefablock  
Material und Methoden 
    
25 
10 µg/mL Leupeptin 
MOPS-Puffer (10x) (pH 7,0) 200 mM 3-Morpholinopropansulfonsäure  
50 mM Na-Acetat  
10 mM EDTA  
NaOH-SDS 1% SDS (w/v) in 0,1 M NaOH 
PBS (pH 7,4) 74 mM KH2PO4 
150 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
8,1 mM Na2HPO4×12H2O 
RNA-Auftragspuffer 48% Formamid (v/v) 
17% Formaldehyd (v/v) 
11% Glyzerin (v/v) 
0,1% Bromphenolblau (w/v) 
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 0,5 M Tris/HCL 
SDS-Laufpuffer 25 mM Tris/HCl 
200 mM Glycin  
0,1% SDS (w/v) 
SDS-Probenpuffer (5 x) 62,5 mM Tris/HCL pH 6,8 
50% Glyzerin (v/v)  
15% β-Mercaptoethanol (v/v) 
15% SDS (w/v) 
0,1% Bromphenolblau (w/v) 
 
SOB-Medium (pH 6,7 - 7,0) 2% Pepton (w/v)   
0,5% Hefe Extrakt (w/v) 
10 mM NaCl  
2,5 mM KCl  
10 mM MgCl2   
10 mM MgSO4  
20 mM Glukose   
SOC-Medium (pH 7,0) 20 mM Glukose in SOB-Medium 
Stripping-Puffer Tris-HCl (0,5 M, pH 6,8) 
2% SDS (w/v) 
0,07% Mercaptoethanol (frisch zugeben) (v/v) 
TAE-Puffer (pH 8,5) 40 mM Tris 
0,11% Eisessig 
2 mM EDTA 
TBS-Tween (pH 8,0) 10 mM Tris  
150 mM NaCl  
0,05% Tween 20 
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Transformationspuffer (TB) (pH 6,7) 10 mM PIPES 
15 mM CaCl2 
250 mM KCl 
55 mM MnCl2 
Trenngelpuffer (pH 8.8) 1,5 M Tris 
2.1.8 Zelllinien und Medien 
Prokaryotische Zellen 
Name  Bezugsquelle Kulturmedium 
E. coli Top 10 F’ Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) LB-Medium  
E. coli BL21 (DE3)  GE Healthcare Life Science (München, 
Deutschland) 
LB-Medium 
 
Die Kultivierung der transformierten E. coli-Bakterien erfolgte in LB-Selektionsmedium 
mit 50 µg/mL Ampicillin (pGEX-6P-1; pCR4-TOPO; pSECTag2B-sRAGE), 50 µg/mL 
Kanamycin (pIRES2-AcGFP1) bzw. mit 50 µg/mL Chloramphenicol (pDNR-LIB-
hRAGE). 
 
Eukaryotische Zellen 
Name Bezugsquelle Ursprung Kulturmedium 
THP-1  ATCC (TIB-202) Akute monozytische 
Leukämiezellen aus 
humanem Blut 
RPMI 1640 [10% FKS, 
50 µg/mL Gentamycin] 
HAEC Cascade Biologics 
(C-006-5C) 
Humane Endothelzellen 
aus der Aorta 
EBM-2 [5% FKS] 
CHO-K1 ATCC (CCL-61) Ovarien chinesischer 
Hamster 
DMEM/Ham’s F12 [10% 
FKS, 50 µg/mL Gentamycin] 
COS-7 ATCC (CRL-1651) Nierengewebe von 
Grünen Meerkatzen 
DMEM [10% FKS, 50 µg/mL 
Gentamycin] 
 
Die Kultivierung transfizierter CHO-flRAGE-, CHO-mock- bzw. COS-7-sRAGE-Zellen 
erfolgte mit 300 µg/mL Geneticin (G418) bzw. 250 µg/mL Zeocin in den 
entsprechenden Kulturmedien. 
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2.1.9 Versuchstiere 
Die Wistar-Kyoto-Ratten (männlich; Alter: 6-12 Wochen) wurden von der Firma Harlan-
Winkelmann GmbH (Borchen, Deutschland) bezogen. Die Durchführung der 
tierexperimentellen Untersuchungen erfolgte entsprechend der 
genehmigungsrechtlichen Vorschriften. 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1 Polymerasekettenreaktion 
Durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) werden ausgewählte DNA-Fragmente 
spezifisch mit Hilfe zweier Oligonukleotide (Primer), die am 5´- bzw. am 3´-Ende des 
Fragmentes binden, amplifiziert. Dabei wurden standardmäßig 2-10 ng Plasmid oder 
10 ng gereinigtes PCR-Produkt eingesetzt. Die PCRs wurden in 20 µL-Ansätzen mit 
2 µL des entsprechenden 10 × Reaktionspuffers ohne Magnesium, 1 U (0,2 µL) Taq-
Polymerase verschiedener Hersteller, 2 mM (2 µL) Mg(OAc)2, 0,4 mM (0,8 µL) dNTPs 
und je 250 nM (0,5 µL) forward und reverse Primer durchgeführt. Die Reaktion erfolgte 
im Mastercycler Gradient unter folgenden Bedingungen: Initiale Denaturierung: 5 min 
bei 94°C; 30 Zyklen: Denaturierung für 30 s bei 94°C, Annealing für 30 s (Temperatur: 
primerspezifisch) und eine Elongation bei 72°C für 30-60 s (abhängig von der 
Amplifikatlänge). Abschließend erfolgte eine finale Elongation für 10 min bei 72°C.  
Die direkte Reinigung von PCR Ansätzen erfolgte mit Hilfe von “QIAquick PCR 
Purification Kit” nach Herstellerangaben. 
Kolonie-PCR 
Die Identifizierung positiver E. coli-Klone erfolgte mittels Kolonie-PCR. Dazu wurde das 
Zellmaterial einzelner Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze direkt in die 
vorbereiteten 20 µL-PCR-Ansätze suspendiert. Zur Amplifizierung wurden 
genspezifische Primer verwendet. Die PCR wurde unter Standardbedingungen 
durchgeführt und elektrophoretisch analysiert. Anschließend wurde die gleiche 
Pipettenspitze in einen mit LB-Selektionsmedium vorbereiteten Schüttelkolben 
überführt und über Nacht bei 37°C und 300 rpm inkubiert. Somit konnte am nächsten 
Tag eine Plasmidpräparation positiver Klone durchgeführt werden. 
2.2.2 Enzymatische Restriktionsspaltung von DNA 
Für die enzymatische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden die 
spezifischen 10 × Restriktionspuffer des Herstellers verwendet. Die Konzentration der 
eingesetzten Enzyme betrug 5 U/1000 ng DNA, die Restriktionsdauer 2 bis 12 h. Die 
Restriktionstemperatur war vom jeweiligen Enzym abhängig und wurde nach 
Herstellerangaben gewählt. 
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2.2.3 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsäuren 
Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA wurde je nach Fragmentgröße in 
1-2%igen (w/v) Agarosegelen in 1 × TAE-Puffer durchgeführt. Die Proben wurden mit 
1/5 Volumen Orange loading Dye gemischt, in die Taschen des Agarosegels pipettiert 
und bei 90 bis 120 V für 1 bis 1,5 h getrennt.  
Denaturierende Formaldehyd-Gelektrophoresen zur Qualitätskontrolle von RNA-
Proben wurden in einem Agarosegel mit 1,2% (w/v) Agarose in 1 × MOPS und 20% 
Formaldehyd, bei 90 bis 120 V in 1 × MOPS Puffer durchgeführt. Zur Vorbereitung 
wurden 0,5-1 µg Gesamt-RNA mit 15% Formaldehyd, 40% Formamid und 1/10 
Volumen 10 × MOPS gemischt und 10 min bei 65°C denaturiert. Die Proben wurden 
mit 1/5 Volumen RNA-Auftragspuffer gemischt, in die Taschen des Agarosegels 
pipettiert und bei 90 bis 120 V für 1,5 h getrennt. 
Anschließend wurden sowohl DNA- als auch RNA-Agarosegele in einer 
Ethidiumbromidlösung (10 mg/mL) für 20 bis 30 min gefärbt und in der 
Aufnahmekammer (Gene Flash) im UV-Durchlicht bei 302 nm dokumentiert.  
2.2.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen 
Die durch Agarosegelektrophorese getrennten DNA Fragmente wurden mit einem 
Spatel aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des „QIAquick Gel Extraction 
Kit“ nach dem Protokoll des Herstellers isoliert. Die DNA wurde mit 12-30 µL 
destilliertem Wasser von der im Kit enthaltenen Säule eluiert und bei -20°C gelagert.  
2.2.5 Erzeugung glatter Enden mittels Klenow-Fragment 
Zur Ligation nicht-kompatibler Vektor- und DNA-Fragmente wurden die DNA-Enden mit 
überhängenden 5’-Gruppen mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I zu 
glatten Enden (blunt ends) aufgefüllt. Dazu wurden in einem Endvolumen von 20 µL 
die gereinigte DNA mit 0,2 µL dNTPs (10 mM) und 5 U Klenow-Fragment pro µg DNA 
vermischt und 15 min bei 37°C inkubiert. Anschließend erfolgte die Inaktivierung des 
Klenow-Fragments durch eine 20-minütige Inkubation bei 75°C und eine Reinigung des 
Ansatzes mittels „QIAquick PCR Purification Kit“ nach Herstellerangaben.  
2.2.6 Dephosphorylierung von DNA mittels alkalischer Phosphatase 
Die alkalische Phosphatase aus Kälberdarm (CIP) spaltet endständige 
Phosphatgruppen von DNA-Molekülen ab. Für blunt end-Klonierungen wurde der 
linearisierte Vektor dephosphoryliert, um einen intramolekularen Ringschluß während 
der Ligation zu verhindern. Die linearisierte Vektor-DNA wurde in dem entsprechenden 
10 × Puffer mit 1 U CIP für 1 h bei 45°C inkubiert. Nach Hitzedenaturierung des 
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Enzyms (10 min, 75°C) wurde die Vektor-DNA über ein Agarosegel aufgetrennt, das 
gewünschte Fragment aus dem Gel ausgeschnitten, gereinigt und schließlich für die 
Ligation verwendet. 
2.2.7 Ligation von PCR-Produkten 
Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des „TOPO TA Cloning Kit for Sequencing“ nach 
den Angaben des Herstellers in den Vektor pCR4-TOPO-Vektor kloniert. Der durch die 
Taq-Polymerase an den 3’-Enden der PCR-Produkte angehängte Desoxyadenosin-
Rest wird dabei mit den 3’-seitigen überhängenden Desoxythymidin-Resten des 
linearisierten Vektors mit Hilfe des vektorgekoppelten Enzyms Topoisomerase I ligiert. 
DNA-Fragmente, die durch Behandlung mit Restriktionsendonukleasen überhängende 
oder glatte Enden aufwiesen, wurden in einem molaren Verhältnis von 5:1 in die 
Restriktionsschnittstellen der entsprechenden Vektoren kloniert. Dabei wurden 1 U T4 
DNA-Ligase in 1 × T4 DNA-Ligase-Puffer in einem Endvolumen von 20 µL über Nacht 
bei 16°C inkubiert. 
2.2.8 Klonierung von S100A1, S100B und S100A12 
Für die Klonierung der humanen S100-Proteine wurde als Ausgangsmaterial RNA von 
THP-1-Zellen bzw. RNA der Adenokarzinomzelllinie HT-29 (bereitgestellt von Frau 
Franziska Graf) verwendet. Diese wurde mittels reverser Transkription mit Hilfe der 
entsprechenden nicht-modifizierten Primer (Tabelle 2-1) in cDNA umgeschrieben. 
Dazu wurde der ‘‘SuperScript III One-Step RT-PCR Kit with Platinum Taq DNA 
Polymerase’’ nach Herstellerangaben verwendet (siehe 2.2.15).  
Tabelle 2-1: Nicht-modifizierte Primer für die Klonierung der S100-Proteine. 
Gen Richtung Sequenzen der genutzten Oligonukleotide (Primer) 5’→ 3’ 
forward TGCACTGCTGCAATGGGCTCT 
S100A1 
reverse CCCAATGTGGTCTGCTCAAC 
forward ACAAGGAAGAGGATGTCTGAG 
S100B 
reverse TTTGGCTGCTTTCTAATCTCACTC 
forward TAGGCTGGGAAGATGACAAAACTT 
S100A12 
reverse CCTTCAGAGAGCTACCTACTCTTT 
 
Die gereinigten PCR-Produkte wurden anschließend als Matrizen für eine zweite PCR-
Reaktion eingesetzt, bei der modifizierte Primer verwendet wurden (Tabelle 2-2). Die 
Primer wurden so gewählt, das mittels PCR am 5’-Ende die Restriktionsschnittstellen 
EcoR I (S100A1) bzw. BamH I (S100A12 und S100B) und am 3’-Ende eine Not I-
Schnittstelle eingefügt werden konnte.  
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Tabelle 2-2: Modifizierte Primer für die Klonierung der S100-Proteine. 
Gen Richtung Sequenzen der genutzten Oligonukleotide (Primer) 5'→ 3' 
forward TGCACTGAATTCATGGGCTCTGAGCT 
S100A1 
reverse CCCAAGCGGCCGCTCTGCTCAACT 
forward GACAAGGGGATCCATGTCTGAGCT 
S100B 
reverse TTTGGCTGCGGCCGCATCTCACTC 
forward TAGGCTGGATCCATGACAAAA 
S100A12 
reverse CTTGACCTTCGCGGCCGCACCTACTCT 
 
Die PCR-Produkte wurden in einen pCR4-TOPO-Vektor kloniert (siehe 2.2.7), mit den 
entsprechenden Enzymen geschnitten und in die multiple cloning site (MCS) des 
bakteriellen Expressionsvektors pGEX-6P-1 subkloniert (Abbildung 2-1). Die MCS 
befindet sich am Anschluss an den offenen Leserahmen des Glutathion-S-
Transferase(GST)-Gens, womit nach Einfügen des S100-Gens und einer induzierten 
Expression, ein Fusionsprotein mit GST am Aminoterminus synthetisiert wird. Die 
spezifische Erkennungsschnittstelle der PreScission-Protease im später synthetisierten 
S100-Fusionsprotein ist mit einem Pfeil markiert (Abbildung 2-1). Der pGEX-6P-1 
Vektor enthält ein Beta-Lactamase-Gen, das die Selektion von rekombinanten Klonen 
auf selektiven LB-Agar-Platten ermöglicht. Nach einer Transformation in E. coli Top10 
erfolgte zur Kontrolle positiver Klone eine Kolonie-PCR (siehe 2.2.1) bzw. eine 
Restriktionshydrolyse (siehe 2.2.2) nach vorheriger Plasmidpräparation. Die DNA 
positiver Klone wurden anschließend sequenziert (Agowa, Berlin, Deutschland). 
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Abbildung 2-1: Klonierung der humanen S100-Proteine. Gezeigt ist die multiple cloning site 
(MCS) des pGEX-6P-1 (oben) sowie Ausschnitte aus den Polylinkern der rekombinanten 
Vektoren pGEX-6P-1-S100A1 (oben); pGEX-6P-1-S100A12 (Mitte) und pGEX-6P-1-S100B 
(unten). Die Schnittstelle der PreScission-Protease im späteren Fusionsprotein ist mit einem 
Pfeil markiert. 
 
2.2.9 Klonierung des humanen flRAGE  
Für die Klonierung des humanen flRAGE wurde als Ausgangsmaterial ein pDNR-LIB-
flRAGE-Vektor verwendet. Dieser wurde mit den Restriktionsenzymen EcoR I und Xba 
I geschnitten um das RAGE-Gen (Insert) zu erhalten. Der eukaryotische 
Expressionsvektor pIRES2-AcGFP1 wurde mit Xho I geschnitten. Die überhängenden 
5’-Enden von Insert und Vektor wurden anschließend mittels Klenow-Fragment 
aufgefüllt und der linearisierte Vektor wurde mit CIP dephosphoyliert (siehe 2.2.5 und 
2.2.6). Anschließend wurden Vektor und Insert wie in 2.2.7 beschrieben ligiert. In 
Abbildung 2-2 ist die Klonierung schematisch dargestellt.  
Nach einer Transformation in E. coli Top10 wurde der Ansatz auf LB-Agar-Platten mit 
50 µg/mL Kanamycin ausplattiert. Der eukaryotische Expressionsvektor pIRES2-
AcGFP1 enthält ein Kanamycin-Resistenz-Gen, das die Selektion von rekombinanten 
Klonen ermöglicht. Die Kontrolle positiver Klone wurde mittels Kolonie-PCR bzw. einer 
Restriktionshydrolyse nach vorheriger Plasmidpräparation durchgeführt (siehe 2.2.1; 
2.2.2 und 2.2.15). Die DNA positiver Klone wurden anschließend sequenziert (Agowa, 
Berlin, Deutschland). 
 
Material und Methoden 
    
33 
 
Abbildung 2-2: Klonierung des humanen RAGE. Gezeigt ist die multiple cloning site des 
pIRES2-AcGFP1 (oben) und ein Ausschnitt aus dem Polylinker des pDNR-LIB-flRAGE-
Konstruktes (Mitte). Die Konstrukte wurden mit Xho I, EcoR I und Xba I geschnitten (Pfeile). Die 
überhängenden Enden von Vektor- und Insert-DNA wurden mittels Klenow-Fragment zu glatten 
Enden aufgefüllt und ligiert (unten).  
 
2.2.10 Herstellung transformationskompetenter Bakterien 
Die Herstellung transformationskompetenter Bakterien aus E. coli-Stämmen erfolgte 
nach dem Protokoll von Inoue und Kollegen [140]. 200 mL SOB-Medium wurden mit 
einer E. coli Top 10- bzw. E. coli BL21-Übernachtkultur angeimpft und bei 20°C bis zu 
einer OD600=0,6 wachsen gelassen. Die Zellen wurden anschließend 10 min auf Eis 
gekühlt und zentrifugiert (10 min, 2500 × g, 4°C). Das Zellpellet wurde mit 64 mL 
eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert 
(10 min, 2500 × g, 4°C). Das Zellpellet wurde in 15 mL eiskaltem TB-Puffer 
aufgenommen und nach Zugabe von DMSO (7% Endkonzentration) im Eisbad 
aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.  
2.2.11 Transformation von kompetenten Bakterien 
Die Transformation von kompetenten Bakterien mit Ligationsansätzen für 
Sequenzierungen bzw. Reproduktion erfolgte in des Stammes E. coli Top 10. Für die 
Proteinbiosynthese wurden E. coli BL21-Zellen mit den Plasmiden transformiert.  
Es wurden 100 µL kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 5-10 µL 
Ligationsansatz 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock bei 
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42°C für 1 min. Nach einer zweiminütigen Inkubation auf Eis wurden die Bakterien mit 
900 µL SOC-Medium versetzt und für 1,5 h bei 37°C im Schüttler inkubiert.  
Der Transformationsansatz wurde anschließend auf den entsprechend selektiven LB-
Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Detektion positiver 
Klone erfolgte mittels Kolonie-PCR (siehe 2.2.1) bzw. durch Spaltung der Plasmid-DNA 
(siehe 2.2.2) mit den entsprechenden Restriktionsenzymen.  
2.2.12  Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Übernachtkulturen erfolgte mit Hilfe des „Perfect 
Plasmid Mini Prep Kit“ nach Herstellerangaben. Die Elution der gereinigten DNA 
erfolgte mit 50 µL destilliertem Wasser. Die Bestimmung der DNA-Konzentration 
erfolgte photometrisch bei 260 nm. 
2.2.13 RNA-Isolierung aus Zellen und Geweben 
Die RNA-Isolierung aus Zellen und Geweben wurde mit Hilfe des „RNeasy Mini Kit“ 
nach Herstellerangaben durchgeführt.  
Adhärente Zellen wurden mit 5 mL PBS gespült, in 700 µL QIAzol Lysis Puffer inkubiert 
und mit einem Zellschaber abgelöst. Anschließend wurde die Zellsuspension dreimal 
an einer Kanüle geschert. 
Tiefgefrorenes Gewebe (10-50 mg) wurden zusammen mit 700 µL QIAzol Lysis Puffer 
in ein Eppendorfgefäß gegeben. Anschließend wurde jede Gewebeprobe mit einer 
Stahlkugel (Ø 5 mm) versetzt und im TissueLyser für 15 min bei 25 Hz homogenisiert.  
Die RNA aus Zell- und Gewebehomogenaten wurden anschließend in weiteren 
Schritten nach Herstellerangaben isoliert und gereinigt. Die RNA wurde mit 50 µL 
destilliertem Wasser (RNase-frei) eluiert. RNA-Quantität und -Qualität wurden 
photometrisch bei 260 nm und mittels denaturierender Formaldehyd-Gelektrophoresen 
(siehe 2.2.3) bestimmt. Die Lagerung der RNA-Proben erfolgte bei -70°C. 
2.2.14 DNAse I-Behandlung 
Zur Entfernung von genomischen DNA-Kontaminationen wurden 1 µg Gesamt-RNA mit 
1 µL (1 U) DNAse I und 1 µL des im Kit enthaltenen 10 × Puffers in einem 
Reaktionsvolumen von 10 µL angesetzt. Nach einer 30-minütigen Inkubation bei 37°C 
wurde die Reaktion mit 1 µL (2,27 mM) EDTA gestoppt. Die Konzentration der DNAse 
behandelten RNA-Proben für die quantitative Echtzeit PCR (qRT-PCR) wurde 
photometrisch bei 260 nm bestimmt.  
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2.2.15 RT-PCR 
Das Prinzip der RT-PCR besteht darin, dass in einem ersten Schritt mit Hilfe einer 
RNA-abhängigen DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) in einer reversen 
Transkription (RT) RNA in komplementäre DNA (complementary DNA, cDNA) 
umgeschrieben wird. Diese cDNA dient in einem zweiten Schritt als Matrize für eine 
konventionelle Polymerasekettenreaktion (PCR). 
 
Nicht-quantitative RT-PCR 
Die Umschreibung von RNA in cDNA und die Amplifikation mittels PCR-Technik 
erfolgten in einem Ansatz mittels ‘‘SuperScript III One-Step RT-PCR Kit with Platinum 
Taq DNA Polymerase’’. Dabei wurde standardmäßig 100 ng RNA eingesetzt. Es 
wurden 20 µL-Ansätze mit 10 µL 2 × Reaktionspuffer, 0,2 µL Taq Mix (SuperScriptTM III 
RT / Platinum Taq) und je 0,5 µL (250 nM) Sense und Antisense Primer durchgeführt. 
Die Reaktion erfolgte im Mastercycler Gradient unter folgenden Bedingungen: Reverse 
Transkription: 30 min bei 55°C; Initiale Denaturierung: 5 min bei 95°C, 30 Zyklen: 
Denaturierung für 30 s bei 94°C, Annealing für 30 s bei der Primer-spezifischen 
Temperatur und eine Elongation bei 72°C für 30-60 s (abhängig von der 
Amplifikatlänge). Anschließend erfolgte eine finale Elongation für 5 min bei 72°C.  
 
Quantitative „Echtzeit“ RT-PCR (qRT-PCR) 
Diese Methode erlaubt nicht nur die Untersuchung des Vorhandenseins einer 
bestimmten RNA-Sequenz in einer Probe, sie ermöglicht auch eine relative 
Quantifizierung der Ausgangs-RNA Menge und somit den Vergleich der 
Genexpressionsstärken in unterschiedlichen Proben. 
Die qRT-PCR erfolgte mittels dem „QuantiTect RT-PCR-Kit“. Für jede Probe wurde in 
Vorbereitung auf die qRT-PCR ein 20 µL-Ansatz bestehend aus 10 µL 2 × 
Reaktionspuffer, 1 µL (500 nM) jedes Primers, 0,15 µL Quanti Tect RT-Mix und 100 ng 
RNA hergestellt. Die Reverse Transkription (RT), die Polymerasekettenreaktion (PCR) 
sowie die Schmelzkurvenanalyse erfolgten im Thermocycler „Realplex“ unter folgenden 
Bedingungen: 30 min reverse Transkription bei 55°C, 5 min bei 94°C, 40 Zyklen: 
Denaturierung für 15 s bei 94°C, Annealing für 30 s (Temperatur: Primer-spezifisch) 
und eine Elongation bei 72°C für 60 s. Abschließend erfolgte eine finale Elongation für 
10 min bei 72°C. Die Erstellung der Produkt-Schmelzkurven erfolgte durch schrittweise 
Temperaturerhöhung der PCR-Produkte von 55°C bis 95°C bei kontinuierlicher 
Fluoreszenzmessung.  
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Der relative Expressionsunterschied (Expressionslevel) der DNA-Amplifikate des 
Zielgens zum Haushaltsgen ergibt sich aus dem folgenden arithmetischen 
Berechnungsmodell: Expressionslevel=2-∆Ct, wobei Ct der Zykluszahl, bei der die 
emittierte Fluoreszenz der Probe über den Schwellenwert der Untergrund-Fluoreszenz 
steigt (treshold cycle, Schwellenwertzyklus) und ∆Ct der Differenz aus Ct(Zielgen) - 
Ct(Haushaltsgen) entspricht. Als Haushaltsgen diente β-Aktin. 
Tabelle 2-3: Primer für die RT-PCR. 
Gen Richtung 
Primer-
Lokalisation 
Primer-Sequenz (Primer) 5'-> 3' Produktgröße 
forward Exon 3/4 CCGAGTCTACCAGATTCCTGG RAGE 
(Ratte) reverse Exon 5 ATCAGAGGTTTCCCATCCAAG 
150 
forward Exon 4/5 CCCAATAAGGTGGGGACA RAGE 
(Human) reverse Exon 6 TCCTGGTCTGTTCCTTCACA 
124 
forward Exon 3/4 GGACTTCGAGCAAGAGATGG β-Aktin 
(Human) reverse Exon 4 AGCACTGTGTTGGCGTACAG 
234 
forward Exon 3 TGTCACCAACTGGGACGATA β-Aktin 
(Ratte) reverse Exon 4 ACCCTCATAGATGGGCACAG 
280 
forward Exon 2 AAGGACCAGCCTGATGAGAA LOX-1 
(Human) reverse Exon 3 GCTGAGATCTGTCCCTCCAG 
227 
forward Exon 3 GCAGTTCTCATCCCTCTCATTG SR-A1 
(Human) reverse Exon 4 CCATGTTGCTCATGTGTTCC 
181 
forward Exon 1 GTCGCTCATCAAGCAGCAG SR-B1 
(Human) reverse Exon 2 CTTCTCGCCCTTCAGGATCT 
151 
forward Exon 3 GGAGACCTGCTTATCCAGAAG CD36 
(Human) reverse Exon 5 CAGCGTCCTGGGTTACATTT 
235 
 
2.3 Proteinbiochemische Methoden 
2.3.1 Bakterielle Synthese rekombinanter GST-S100 Fusionsproteine  
Zur Gewinnung rekombinanter, humaner S100-Proteine wurden 30 mL einer E. coli 
Bl21(pGEX-S100) Vorkultur mit 500 mL LB-Selektivmedium bis zu einer bei 600 nm 
gemessenen optischen Dichte (OD600) von 0,2 verdünnt und ca. 3 h im Wärmeschüttler 
bei 37°C inkubiert. Die Proteinbiosynthese wurde durch Zugabe von 
Isopropionylthiogalactosidase (IPTG) bei einer OD600=0,8 induziert und erfolgte bei 
einer Temperatur von 25°C. 
Zur Optimierung der S100-Fusionsprotein-Synthese wurde anfänglich ein 
Induktionstest durchgeführt. Es wurden vier Kulturen (je 500 mL) wie oben beschrieben 
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angesetzt, bei 37°C geschüttelt und bei Erreichen einer OD600= 0,8 jeweils mit 0,1; 0,5 
bzw. 1 mM IPTG induziert. Als Kontrolle wurde eine Kultur ohne Zugabe von IPTG 
mitgeführt. Die Kulturen wurden bei 25°C im Wärmeschüttler inkubiert. 2 h bzw. 4 h 
nach Induktion wurden je 10 µL der Kultur entnommen, mit 5 µL SDS-Probenpuffer 
versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt. Die Proben wurden mittels SDS-Gelelektrophorese 
analysiert (siehe 2.3.7). 
2.3.2 Gewinnung rekombinanter S100-Proteine aus Bakterien und 
Reinigung mittels GSH-Sepharose 
500 mL einer E. coli Bl21(pGEX-S100) Hauptkultur wurden bei 5000 × g und 4°C für 
15 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 20 mL GST-Bindungspuffer resuspendiert 
und durch Zugabe von 1% (v/v) TritonX-100, 20 mg Lysozym und durch Sonifikation 
(3 × 15-20 s) auf Eis lysiert. Nach 30-minütigem Schütteln auf Eis wurde das Lysat für 
15 min bei 5000 × g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde auf eine mit 
Bindungspuffer equilibrierte Säule mit GSH-Sepharose 4B (2 mL Bettvolumen) 
gegeben. Anschließend wurde mit 5 Säulenvolumen Bindungspuffer gewaschen und 
mit einem Säulenvolumen GST-Spaltungspuffer equilibriert. Die Spaltung der S100-
Fusionsproteine erfolgte mit 50 µL (100 U) PreScission-Protease über Nacht bei 4°C.  
Am nächsten Tag wurden die S100-Proteine mit 6 mL GST-Spaltungspuffer eluiert, 
durch SDS-PAGE analysiert (siehe 2.3.7) und mittels Vivaspin 6 Säulen 
(Ausschlussvolumen: 3000 Da) konzentriert. 
Die GSH-Sepharose wurde mit 10 mM reduziertem Glutathion in 50 mM Tris pH 8 
sowie 6 M Guanidiniumchlorid regeneriert und anschließend in 20%igem Ethanol 
gelagert. 
2.3.3 Reinigung mittels Anionenaustauschchromatographie 
Um die aus 2.3.2 gewonnenen S100-Proteine von Fusionsprotein, Glutathion-S-
Transferase (GST), PreScission-Protease und anderen Unreinheiten zu trennen, wurde 
als zweiter Reinigungsschritt eine Anionenaustauschchromatographie durchgeführt. 
Diese wurde unter Verwendung einer HiTrap Q FF-Säule (1 mL Bettvolumen) mit Hilfe 
eines Äkta-FPLC-Systems durchgeführt. Dabei wurde mit zwei Säulenvolumina 20 mM 
Tris, pH 7,5 (S100A1 und S100B) bzw. mit 10 mM Tris, pH 8,75 (S100A12) equilibriert. 
Es wurden 2 mL der sterilfiltrierten Probe injiziert. Die Elution erfolgte in einem 
Gradienten von 0 bis 500 mM NaCl im entsprechenden Tris-Puffer über 
15 Säulenvolumen. Es wurden Fraktionen von 0,5 mL gesammelt und die erhaltenen 
Fraktionen wurden mittels SDS-Gelelektrophorese (siehe 2.3.7) analysiert. Die S100-
Protein-Fraktionen wurden mittels einer „HiTrap Desalting Säule“ (5 mL Bettvolumen) 
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im Äkta-FPLC-Systems in PBS überführt. Beide chromatographischen Trennungen 
erfolgten bei einer Flussrate von 0,5 mL/min. Die S100-Proteine wurden in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. 
2.3.4 Gewinnung des rekombinanten sRAGE aus Zellkulturüberständen 
eukaryotischer Zellen 
COS-7 Zellen wurden mit pSECTag-sRAGE stabil transfiziert (siehe 2.4.3) und in 
DMEM mit 10% FKS und 250 µg/mL Zeocin kultiviert. Um den Gehalt an Fremdprotein 
(v. a. Albumin) so niedrig wie möglich zu halten, wurden die Zellen durch eine 
schrittweise Reduktion an 1% FKS adaptiert. Der Überstand mit sezerniertem sRAGE 
wurde nach 3 Tagen abgenommen und direkt gereinigt oder bei -70°C gelagert.  
2.3.5 Reinigung mittels Nickel-Sepharose 
100 mL Zellkulturüberstand wurden zu 500 µL „Nickel-Sepharose™ 6 Fast Flow“ in 
eine Säule gegeben, die zuvor mit His-Bindungspuffer equilibriert wurde. Anschließend 
wurde die Nickel-Sepharose™ 6 Fast Flow mit 3 Säulenvolumen eiskaltem His-
Bindungspuffer gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu eliminieren. Nun 
wurde der rekombinante sRAGE mit 6 mL His-Elutionspuffer eluiert. Die eluierten 
Proben wurden mittels Ultrafiltrationssäulen (Ausschlussvolumen: 10.000 Da) 
konzentriert und in PBS überführt. Der Proteingehalt der verschiedenen Fraktionen 
wurde unter Verwendung des „BCA Protein Assays“ photometrisch bestimmt.  
2.3.6 Markierung mit NHS-Fluoreszein 
Humanes, rekombinantes S100A12 wurde nach Angaben des Herstellers mit NHS-
Fluoreszein markiert. Die Markierung beruht auf der Spaltung des 
N-Hydroxysuccinimid-Esters (NHS) mit dem Fluoreszein durch primäre Amine 
(ε-Aminogruppe bei Lysin, N-Terminus). Dazu wurde das Protein in einer Konzentration 
von 0,5 mg/mL in Boratpuffer (pH 8,0) mit einem 50 molaren Überschuss von NHS-
Fluoreszein bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach einer Stunde wurde das 
Konjugat mittels einer HiTrap Desalting Säule im Äkta-FPLC-System von freiem NHS-
Ester getrennt und in Kalzium-Bindungspuffer überführt.  
2.3.7 SDS-Gelelektrophorese 
Die Trennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte nach der 
Methode von Laemmli in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen [141]. Die Proben 
wurden mit 1/5 Volumen SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. 
Die Konzentration des Acrylamids im Sammelgel betrug 5% (v/v), die Konzentration im 
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Trenngel wurde je nach Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins gewählt 
und variierte zwischen 7,5% und 15% (v/v). 
Tabelle 2-4: Zusammensetzung von Polyacrylamidgelen. 
Acrylamidkonzentration 
Sammelgel Trenngel Gelzusammensetzung 
5% 7,5% 10% 12,5% 15% 
30% Acrylamid [mL] 0,833 3,750 5,000 6,250 7,500 
Sammel- bzw. Trenngelpuffer [mL] 0,625 5,625 5,625 5,625 5,625 
Aqua dest. [mL] 3,462 5,343 4,093 2,843 1,593 
10% SDS [µL] 50 150 150 150 150 
10% APS [µL] 25 120 120 120 120 
TEMED [µL] 5 12 12 12 12 
 
Die Trennung der Proteine erfolgte in SDS-Laufpuffer für 60 bis 90 min bei 150 V. Die 
Färbung erfolgte mittels einer Coomassie Blue-Färbelösung für 30 min und 
anschließender Entfärbung mit Entfärbelösung I und Entfärbelösung II. 
2.3.8 Western Blot 
Zur immunologischen Analyse wurden die in einer diskontinuierlichen SDS-PAGE 
(siehe 2.3.7) getrennten Proteine von einem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-
Membran übertragen. Für den Transfer wurde eine PVDF-Membran auf ein mit 
Blotpuffer befeuchtetes Filterpapier auf die Anode des Semi-dry-Elektroblotters gelegt. 
Danach wurde das Gel luftblasenfrei auf die Membran gelegt, so dass es mit der 
Membrankante abschließt. Auf das Gel wurden zwei weitere, mit Blotpuffer befeuchtete 
Filterpapiere gelegt. Der elektrophoretische Transfer wurde für 90 min bei 10 V 
durchgeführt. Anschließend erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf 
der PVDF-Membran in Blockierungspuffer für mindestens 1 h bei Raumtemperatur. 
Danach wurde die Membran mit dem primären Antikörper in Blockierungspuffer 
versetzt (1:1000) und über Nacht im Kühlschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurde 
die Membran dreimal 10 min in TBS-Tween und anschließend für 1 h mit dem 
Peroxidase(POD)-markierten Sekundärantikörper (1:10.000) in Blockierungslösung 
inkubiert. Nach ca. zweistündigem Waschen in TBS-Tween, erfolgte die Detektion des 
Antikörpersignals. Dazu wurden die Reagenzien des „Chemilumineszenz Kits“ im 
Verhältnis 1:1 gemischt und mit der Nitrozellulosemembran für ca. 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Abschließend erfolgte die Detektion des Signals unter 
Verwendung des Lumi-Imager-Systems. 
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Um den gleichmäßigen Auftrag der Proteinproben mittels β-Aktin-Immunblot zu 
überprüfen, wurden die Membranen mit einer Lösung aus 62,5 mM Tris (pH 6,7); 2% 
SDS und 100 mM β-Mercaptoethanol für 15 min bei 50°C inkubiert. Die an der 
Membran gebundenen Antikörper der ersten Prozedur wurden so denaturiert und 
abgelöst. Nach mehrmaligem Waschen mit TBS-Tween und erneuter Inkubation mit 
Blockierungslösung für 1 h konnten die Membranen für einen weiteren Immunnachweis 
verwendet werden. 
2.3.9 Massenspektrometrie 
Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden mit einem „Bruker autoflex II 
TOF/TOF“ Massenspektrometer durchgeführt. Als Matrices wurden 3,5-Dimethoxy-4-
hydroxyzimtsäure (Sinapinsäure) oder 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) in Acetonitril 
und 0,1% (v/v) Trifluoressigsäure verwendet. Die Proben wurden nach dem dried 
droplet-Verfahren präpariert. Dazu wurde 1 µL gereinigtes S100-Protein vorgelegt und 
mit 1 µL Matrix-Lösung auf dem Target vermischt. Die mittlere, molekulare Masse (m/z) 
der Proteine wurde aus mehreren unabhängigen Messungen ermittelt. 
2.4 Zellbiologische Methoden  
2.4.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien 
Adhärente Zellen (COS-7, CHO, HAEC) sowie Suspensionszellen (THP-1) wurden in 
25 cm2 (75 cm2) Zellkulturflaschen bei 37°C bei gesättigter Wasserdampfatmosphäre 
und einem CO2-Partialdruck von 5% im Brutschrank kultiviert. 
Zur Subkultivierung wurden die adhärenten Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 
mit 2 mL Trypsin-EDTA-Lösung für 30 s inkubiert. Die Trypsin-EDTA-Lösung wurde 
anschließend sofort wieder abgenommen, die Zellen im Brutschrank für 3 min 
inkubiert, abgeklopft und mit frischem Zellkulturmedium mit FKS aufgenommen. Die 
Zellen wurden je nach Zelltyp 1:5 bzw. 1:10 verdünnt und auf neue Zellkulturflaschen 
verteilt. 
Suspensionszellen wurde zweimal wöchentlich 1:5 bzw. 1:10 subkultiviert. 
2.4.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 
Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90% wie beschrieben (siehe 2.5.1) mit 
Trypsin-EDTA abgelöst und in 1 bis 3 mL Einfriermedium (FKS mit 10% (v/v) DMSO) 
resuspendiert. Nach Überführen in Kryoröhrchen wurden die Zellen mindestens 24 h 
bei -80°C inkubiert und anschließend in flüssigem Stickstoff gelagert.  
Zum Auftauen wurden die Kryoröhrchen kurz im warmen Wasser angetaut. 
Anschließend wurden die Zellen in das entsprechende Zellkulturmedium überführt und 
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bei 200 × g für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Kulturmedium 
resuspendiert und in Zellkulturflaschen ausgesät.  
2.4.3 Transfektion von Zellen 
Die Transfektionen von Plasmid-DNA in CHO- und COS-7-Zellen wurde mit dem 
kationischen Reagenz LipofectamineTM 2000 durchgeführt. Einen Tag vor der 
Transfektion wurden die Zellen in 6-Loch-Platten ausgesät, so dass sie am Tag der 
Transfektion zu 70-80% konfluent waren. Zur Durchführung der Transfektion wurden 
1 µg Plasmid-DNA und 6 µL Plus Reagent mit 100 µL serumfreiem OPTIMEM-Medium 
gemischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. In einem zweiten Ansatz wurden 
4 µL LipofectaminTM 2000-Transfektionsreagenz mit 100 µL serumfreiem OPTIMEM-
Medium gemischt. Die Ansätze wurden vereinigt, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert 
und für ca. 6-8 h bei 37°C unter 5% CO2
 
mit den Zellen inkubiert. Anschließend wurde 
das Medium durch serumhaltiges Medium, welches das jeweilige 
Selektionsantibiotikum (300 µg/mL G418 bzw. 250 µg/mL Zeocin) enthielt, ersetzt. Am 
nächsten Tag wurden die Zellen in Ø 10 cm Gewebekulturschalen umgesetzt. Nach 
vier Wochen wurden einzelne Klone gepickt und schließlich mittels 
Fluoreszenzmikroskopie bzw. Western Blot auf die Proteinbiosynthese des Ziel-
Proteins untersucht. 
2.4.4 Bindungsanalyse des Fluoreszein-S100A12 an Zellen 
Für eine mikroskopische Bindungsanalyse des S100A12 Proteins an THP-1-
Makrophagen und HAEC wurde Fluoreszein markiertes S100A12 (siehe 2.3.6) 
verwendet. Dafür wurden 72 h vor dem Experiment 1x105 (THP-1) bzw. 5x103 Zellen 
(HAEC) pro Kavität in Objekträger mit Kavitätaufsatz („Culture Slides“) ausgesät. Die 
THP-1-Zellen wurden dabei für 72 h mit 64 nM TPA zu Makrophagen differenziert. Am 
Versuchstag wurde das Medium abgenommen, 2 × mit PBS gewaschen und die Zellen 
für 1 h mit 125 µg/mL (2 µM) Fluoreszein-S100A12 in Kalzium-Bindungspuffer und 2% 
BSA inkubiert.  
Wahlweise wurden die Zellen zusätzlich für 15 min mit Lektinen (je 50 µg/mL GS-IB4 
bzw. SBA konjugiert mit Alexa Fluor 647) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 
zweimal mit PBS gewaschen und für 30 min mit Fixierlösung inkubiert. Wahlweise 
wurden die Zellkerne mit 200 nM DAPI gefärbt. Anschließend wurden die Zellen mit 
Vectashield eingebettet und die Deckgläschen wurden mit Nagellack abgedichtet. 
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2.4.5 Bestimmung proinflammatorischer Zytokine aus Zellkulturüber-
ständen 
HAEC und THP-1-Zellen wurden 72 h vor den Experimenten in einer Dichte von 3x104 
(THP-1) bzw. 2x105 Zellen (HAEC) pro Kavität in 24 Loch-Platten ausgesät. Die THP-
1-Zellen wurden dabei mit 64 nM TPA versetzt um eine Differenzierung zu 
Makrophagen zu bewirken. Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO2 und Luftfeuchtigkeit 
für 3 Tage im Brutschrank inkubiert. 24 h vor Versuchsbeginn wurde das Medium 
abgenommen und durch frisches Medium mit 2% FKS ersetzt. Am nächsten Tag 
wurden die Zellen mit 10 µg/mL S100-Protein bzw. 200 µg/mL glykierten LDL 
(glykLDL) im entsprechenden Zellkulturmedium mit 2% FKS inkubiert. Dabei wurden 
Doppelbestimmungen durchgeführt. Nach 24 h wurden die Zellüberstände gewonnen, 
aliquotiert, mit flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.  
Die für diese Versuche verwendeten S100-Proteine wurden mit „Detoxi-Gel Endotoxin 
Removing Columns“ nach Angaben des Herstellers gereinigt. Anschließend wurden die 
Proben mit Hilfe eines LAL-Tests (Limulus Amebocyte Lysate Pyrotell STV; Cape Cod-
Falmouth, MA USA) hinsichtlich ihres Endotoxingehaltes überprüft. Die 
Endotoxingehalte der S100-Proteinproben lagen stets unter 1 IU/mg Protein 
(< 100 pg/mg Protein). 
Zur Bestimmung des in den Zellüberständen befindlichen IL-6, IL-8 bzw. TNFα wurden 
kommerzielle ELISA-Kits verwendet. Diese wurden nach den Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Die Proben wurden dabei in Doppelbestimmungen analysiert und bei 
450 nm und zur Korrektur von Plattenunregelmäßigkeiten bei 570 nm im Photometer 
bestimmt.  
2.4.6 Subzelluläre-Proteom-Extraktion 
Zur Analyse der RAGE-Lokalisation in Zellen wurden Proteinextrakte mit Hilfe des 
„Subcellular Proteom Extraction Kit“ präpariert. Es wurde nach dem Protokoll des 
Herstellers verfahren. Die Isolierung zytosolischer Proteine erfolgte mit dem 
Extraktionspuffer I. Anschließend wurden mit Extraktionspuffer II die Membranproteine 
und mit Puffer III Kernproteine isoliert. Die Proteine des Zytoskeletts wurden am Ende 
in Puffer IV extrahiert. Anschließend wurden die einzelnen Fraktionen mittels Western 
Blot (siehe 2.3.8) hinsichtlich ihrer RAGE-Proteinsynthese analysiert. 
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2.5 Histologische Methoden 
2.5.1 Perfusion von Wistar-Ratten 
Wistar-Ratten wurden nach tiefer Urethannarkose (intraperitoneal; 1,3 g/kg 
Körpergewicht) über die linke Herzkammer mit 200 mL PBS mit 0,1% Heparin gefolgt 
von 250 mL Fixierlösung perfundiert. Die Lunge wurde entnommen und über Nacht in 
Fixierlösung inkubiert. 
2.5.2 Herstellung von Paraffinschnitten 
Das fixierte Organmaterial wurde durch eine aufsteigende Ethanolreihe für je 2 × 2 h in 
70%, 85% und 96% Ethanol dehydratisiert. Nach dreimaliger Inkubation in 
Methylbenzoat wurde der Gewebeblock für 1 h in einem Gemisch aus 1:1 
Methylbenzoat/Paraffin bei 42-44°C inkubiert. Anschießend erfolgte eine Lagerung der 
Probe für 2 × 2 h in Paraffin (42-44°C) und über Nacht in Paraffin (58-60°C). Der 
Gewebeblock konnte nun in eine passende Form mit flüssigem Paraffin (58-60°C) 
eingegossen werden. Mit einem Mikrotom wurden Schnitte mit einer Dicke von 4 µM 
angefertigt, auf Objektträger überführt und über Nacht getrocknet.  
2.5.3 Immunhistochemie  
Zunächst wurden die Gewebeschnitte zweimal in Rotihistol inkubiert und dann durch 
eine absteigende Ethanolreihe mit jeweils 100%, 96%, 85%, 70% und 50% Ethanol für 
je 2 min rehydratisiert. Zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivität wurden die 
Präparate 3 × 5 min in PBS-Tween gewaschen, für 1 h in PBS mit 1% H2O2 inkubiert 
und wiederum dreimal für 5 min mit PBS-Tween gewaschen. Anschließend wurden die 
Schnitte für 10 min mit PBS mit 0,1% Triton X-100 permeabilisiert. Um unspezifische 
Bindungskapazitäten abzusättigen, wurden die Präparate 1 h mit Blockierungslösung 
inkubiert. Der Primärantikörper (anti-RAGE; 1:300 in PBS mit 2% BSA) wurde über 
Nacht inkubiert. Dabei wurde stets ein Kontrollschnitt mitgeführt, bei dem kein 
Primärantikörper zugegeben wurde. Am nächsten Tag erfolgte nach zweimaligem 
Waschen eine einstündige Inkubation mit dem Biotin-markiertem Sekundärantikörper 
(anti-goat; 1:1000 in PBS mit 2% BSA) und anschließend mit der Extravidin-Peroxidase 
(beide 1:1000 in PBS mit 2% BSA). Danach wurden die Gewebeschnitte dreimal für 
jeweils 3 min mit PBS-Tween gewaschen und mit Diaminobenzidin gefärbt. Für diese 
Substratreaktion wurden die Präparate mit einer frisch angesetzten Färbelösung 
(100 mM Tris/HCl, 3,36 mM NiCl2, 0,56 mM Diaminobenzidin, 4,4 mM H2O2) inkubiert. 
Die Färbung wurde mittels Mikroskop beobachtet und durch einen Überschuss an 
destilliertem Wasser gestoppt. Anschließend wurden die Schnitte in einer 
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aufsteigenden Ethanolreihe und zum Schluss in Rotihistol entwässert. Abschließend 
erfolgte das luftblasenfreie Einbetten mittels Rotihistokitt und die Lagerung bei 
Raumtemperatur. 
2.5.4 Immunzytochemie 
Die zu analysierenden Zellen wurden in „Culture Slides“ kultiviert, zweimal mit PBS 
gespült und für 30 min mit Fixierlösung inkubiert. Anschließend wurde zweimal mit PBS 
gewaschen und die Zellen wurden für 10 min mit PBS und 0,1% Triton X-100 
permeabilisiert. Die noch freien Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit PBS mit 
2% BSA für 30 min bei Raumtemperatur blockiert. Anschließend wurde der 
Primärantikörper (anti-RAGE; 1:300 in PBS mit 2% BSA) über Nacht mit den Zellen 
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit dem Sekundärantikörper (Alexa Fluor rabbit 
anti-goat IgG; 1: 300 in PBS mit 2% BSA) für 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln 
inkubiert. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen, mit flüssigem Vectashield 
eingebettet und lichtgeschützt bei 4°C gelagert. 
2.5.5 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie 
Die Untersuchungen mit konfokaler Laserscanning Mikroskopie wurden unter 
Verwendung des Leica CLSM TCS SP2 (Leica Lasertechnik, Heidelberg, Deutschland) 
durchgeführt. Zur Analyse der Fluoreszenzfarbstoff-markierten Zellen werden im 
Unterschied zur konventionellen Mikroskopie, Laser als Lichtquellen verwendet 
(Tabelle 2-5).  
Tabelle 2-5: Verwendete Laser des CLSM. 
Laser Anregung in nm  Farbstoff 
Dioden Laser CDH 405 (Coherent, Inc., Santa Clara, USA) 408 DAPI 
Argon UV-Laser 351/364 LP5 Europe (Coherent, Inc., 
Santa Clara, USA) 
351/364 DAPI 
Argon Laser (Laser Klasse IIIb, blau) 488 Fluoreszein 
Helium-Neon-Laser (Laserklasse IIIb, rot) 633 Alexa Fluor 
647 
 
Gegebenenfalls wurden auch Z-Stapel aufgenommen, die mehrere, optische Schnitte 
durch die Zelle zeigten. Die Analyse der Bilder erfolgte anschließend mit Hilfe der Leica 
Confocal Software (Version 2.61, Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim, 
Deutschland) bzw. mit Imaris 6.0.1. 
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2.6 Radiochemische und Radiopharmakologische Methoden 
2.6.1 Synthese von N-Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoesäure 
N-Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoesäure ([18F]SFB) wurde in einem modifizierten Modul 
TRACERlab FxFDG der Firma GE unter Verwendung des Computerprogrammes 
Tracerlab Fx hergestellt. Die Synthese erfolgte wie in [129] beschrieben. 
2.6.2 Radioaktive Markierung von S100-Proteinen 
Zur radioaktiven Markierung von humanen, rekombinanten S100A1, S100B und 
S100A12 mit [18F]SFB wurden abhängig von Ausgangsaktivität und Experiment 100 bis 
400 µg S100-Protein in 400 µL PBS eingesetzt. Die Reaktion erfolgte mit in 100 µL 
Acetonitril gelöstem [18F]SFB (500-1000 MBq) bei einem pH-Wert von 7,4 bis 8,0 bei 
Raumtemperatur und unter stetigem Schütteln im Thermomixer. Die Reaktionszeit 
betrug 30 min. In dieser Zeit wurde eine HiTrap Desalting Säule im Äkta-FPLC-System 
mit Kalzium-Bindungspuffer equilibriert. Anschließend wurden die entstandenen 
18F-fluorbenzoylierten S100-Proteine (18F-S100) mittels Gelfiltration von 
niedermolekularen Verbindungen, wie z. B. nicht umgesetztem [18F]SFB sowie der als 
Nebenprodukt entstehenden [18F]Fluorbenzoesäure getrennt und gleichzeitig in 
Kalzium-Bindungspuffer überführt. Die Gelfiltration wurde mit einer Flussrate von 0,5 
mL/min durchgeführt und es wurde in 0,5 mL-Schritten fraktioniert. Die Radioaktivität 
wurde mit einem Aktivimeter bestimmt. Die Fraktionen, die das gereinigte 18F-S100 
enthielten, wurden vereinigt (Präparat) und für weitere Experimente verwendet. 
Alle Angaben zur Markierungsausbeute bzw. spezifischen Aktivität von 18F-S100-
Proteinen erfolgten halbwertszeitkorrigiert. 
2.6.3 Methoden zur Analyse radioaktiver Proben 
Radio-Dünnschichtchromatographie  
Die Radio-Dünnschichtchromatographie wurde zur Bewertung des 
Reinigungsprozesses eingesetzt. Dazu wurden DC-Platten mit Fluoreszenzindikator 
und einer Schichtdicke von 0,25 mm verwendet. Die Entwicklung erfolgte aufsteigend 
in einer gesättigten Kammer mit einem Gemisch aus n-Butanol, Eisessig und Aqua 
dest. (80/20/20 = v/v/v).  
 
Radio-SDS-Gelektrophorese 
Die Radio-SDS-Gelelektrophorese wurde zur Bewertung des Reinigungsprozesses 
und zur Analyse von Plasma- sowie Urinproben eingesetzt. Die Trennung erfolgte zur 
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Verminderung radioaktiver Kontaminationen mit Hilfe von Fertiggelen (8-18%) in einer 
horizontalen Gelkammer.  
 
Die Detektion und Auswertung erfolgte in beiden Fällen mittels Radioluminographie 
(BAS-Reader) und der „Advanced Image Data Analyzer software“ (AIDA) der Firma 
Raytest. 
2.6.4 Zellassoziationsversuche mit 18F-S100-Proteinen 
Die Zellen wurden in einer Dichte von mindestens 5x104 Zellen (THP-1) bzw. 1x103 
Zellen (HAEC) pro Kavität, 72 h vor dem Zellversuch in 96-Loch-Platten, ausgesät. Die 
THP-1-Zellen wurden dabei durch Zugabe von 64 nM TPA zu Makrophagen 
differenziert. Das erhaltene 18F-S100 (Präparat) wurde so mit Kalzium-Bindungspuffer 
und 0,2% BSA verdünnt, dass mindestens 20 kBq und höchstens 200 kBq dieser 
Inkubationslösung pro Kavität zugegeben wurden. Als Standard wurden 3 Röhrchen 
mit je 50 µL der Inkubationslösung gefüllt und je 200 µL 0,1 M NaOH und 1% SDS 
zugegeben.  
Zu Beginn des Versuchs wurde das Zellkulturmedium abgenommen und durch 50 µL 
PBS (ungehemmte Kontrolle) bzw. 50 µL des entsprechenden Hemmstoffes in PBS 
ersetzt. Dabei wurden folgende Hemmstoffe eingesetzt: Glykierte LDL1 (glykLDL; 3-
fach molarer Überschuss); sRAGE (35-fach molarer Überschuss); Maleinanhydrid-
modifiziertes BSA1 (malBSA; 35-fach molarer Überschuss); Fucoidan (60 µg/mL); 
Polyinosinsäure (60 µg/mL); Dextran (100 µg/mL); Dextransulfat (100 µg/mL); Lektine 
(100 µg/mL): Concanavalin A (Con A) von Canavalia ensiformis, SBA von Glycine 
max, GS-IB4 von Griffonia simplicifolia). 
Nach 15 min wurden 50 µL der radioaktiven Inkubationslösung pro Kavität zu den 
Zellen gegeben und 60 min bei 37°C inkubiert. Die S100-Proteinkonzentration lag 
dabei immer zwischen 0,5 und 1 µg pro Kavität. Nach der Inkubationszeit wurden die 
Platten auf Eis gestellt und die Überstande abgesaugt. Anschließend wurde dreimal 
mit PBS-Puffer gewaschen. Nach dem Waschen, wurden zur Lyse der Zellen 250 µL 
0,1 M NaOH und 1% SDS in jede Kavität gegeben und die Platten wurden 30 min 
geschüttelt. Das gut durchmischte Zelllysat wurde anschließend in Röhrchen gegeben 
und im Gammacounter zusammen mit dem Standard gemessen. Nach dem Abklingen 
der Radioaktivität wurde der Proteingehalt dieser Lösung in einer Doppelbestimmung 
mittels „BCA Protein Assay“ bestimmt. 
                                                 
1 Die Glykierten LDL (glykLDL) sowie das Maleinanhydrid-modifizierte BSA (malBSA) wurde von Frau 
Christin Neuber bereitgestellt und wie in [142] beschrieben hergestellt. 
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2.6.5 sRAGE-Bindungsassay 
Für Untersuchungen zur in vitro sRAGE-Bindung wurden 18F-S100-Proteine als auch 
Fluoreszein-S100A12 eingesetzt. Es wurden pro Kavität jeweils 2,5 µg rekombinanter 
sRAGE und zur Kontrolle 2,5 µg BSA in Bicarbonatpuffer (pH 9,6, 50 mM) gelöst und 
über Nacht auf einer „MaxiSorp™“-Platte inkubiert. Auf diese Weise wurden sRAGE 
und BSA auf der Platte immobilisiert. Am nächsten Tag wurden die Lösungen 
abgenommen, dreimal mit 250 µL PBS-Tween je Kavität gewaschen und für 2 h mit je 
100 µL PBS und 2% BSA (v/w) inkubiert. 18F-S100-Proteine wurde so mit Kalzium-
Bindungspuffer und 0.2% BSA verdünnt, dass mindestens 50 kBq und höchstens 
200 kBq dieser Inkubationslösung pro Kavität zugegeben wurden. Dabei wurde 
beachtet, dass pro Kavität je 1,5 µg S100-Protein inkubiert wurden. Daraufhin wurde 
die Platte für 1 h bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 
250 µL PBS-Tween je Kavität, wurde das gebundene S100-Protein durch Zugabe von 
100 µL 0,1 M NaOH und 1% SDS extrahiert. Das gut durchmischte Lysat wurde 
anschließend in Röhrchen gegeben und im Gammacounter gemessen.  
Im Fall von Fluoreszein-S100A12 wurde analog verfahren. Die Fluoreszenzmessung 
des Lysats erfolgte bei einer Exikation von 485 nm und einer Emission von 528 nm im 
Photometer. 
2.6.6 Untersuchungen zur Stabilität von 18F-S100-Proteinen 
Die nach 2.4.2 hergestellten 18F-S100-Proteine wurden für Stabilitätsuntersuchungen in 
vitro mit PBS und Vollblut bzw. Plasma von Ratten inkubiert. Hierfür wurden 1 MBq des 
Präparates in einem Volumen von 50 µL in 1 mL PBS, Plasma oder Vollblut bei 37°C 
inkubiert. Nach 60 min wurde je 1 µL jedes Ansatzes mittels Radio-Dünnschicht-
chromatographie untersucht bzw. je 2 µL jedes Ansatzes mit je 5 µL SDS-Probenpuffer 
versetzt, hitzedenaturiert und mittels Radio-SDS-Gelektrophorese analysiert.  
Für eine Untersuchung der in vivo Stabilität wurde eine Wistar-Ratte mit Urethan 
(1,3 g/kg Körpergewicht) narkotisiert. Es wurde ein Katheter in die rechte 
Halsschlagader platziert. 5 MBq 18F-S100 wurde in einem Volumen von 0,5 mL in die 
Schwanzvene injiziert. Nach 5 min, 10 min, 20 min, 40 min, 60 min und 120 min 
wurden arterielle Blutproben entnommen, welche direkt nach der Entnahme 
zentrifugiert wurden (5 min, 10.000 × g). Das entnommene Blutvolumen wurde durch 
die Injektion von isotonischer Kochsalzlösung ersetzt. 120 min p.i. wurde das Tier unter 
Narkose durch eine Herzpunktion getötet und eine Urinprobe wurde entnommen. 10 µL 
Urin bzw. je 2 µL Plasma wurden mit 5 µL SDS-Probenpuffer versetzt, hitzedenaturiert 
und mittels Radio-SDS-Gelelektrophorese analysiert. Zusätzlich wurden je 300 µL Blut 
mit 600 µL (zweifaches Volumen) TFA/Methanol/Wasser (5/45/50 = v/v/v) gefällt und 
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zentrifugiert (5 min, 10.000 × g). Die Radioaktivität der Überstände und Unterstände 
wurde im Aktivimeter bestimmt.  
Urinproben wurden zum Ausfällen der Proteine ebenfalls mit dem doppelten Volumen 
eines Gemisches aus Wasser/Methanol/TFA (50/45/5 = v/v/v) versetzt, zentrifugiert 
und mittels HPLC analysiert. Für diese Untersuchungen wurde ein HPLC-System 
Hewlett Packard Series 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland), 
ausgestattet mit quarternärer Pumpe, Autosampler, einem UV- und 
Radioaktivitätsdetektor sowie einer Zorbax 300 SB-C18 (9,4 ⋅ 250 mm, 5 µm)-Säule, 
verwendet. Die Trennungen wurden bei einer Temperatur von 40°C und einer 
Flussrate von 2 mL/min durchgeführt. Die Elution erfolgte in einem Gradienten aus 
Acetonitril mit 0,04% TFA (A) und Wasser mit 0,05% TFA (B) in folgenden Schritten: 0-
10 min 10%-20% A, 10-15 min 20%-80% A, 15-24 min 80% A. 
2.6.7 Positronen-Emissions-Tomographie 
Der zeitliche Verlauf der Radioaktivitätsverteilung im lebenden Versuchstier wurde mit 
einem hochauflösenden Kleintier-Positronen-Emissions-Tomographen (örtliche 
Auflösung 1,8-2,3 mm) untersucht. Die Anästhesie der Wistar-Ratten erfolgte durch 
Inhalation von Desfluran 9% (v/v) in 40% O2/Luft bei einem Gasfluss von 1 L/min. 
Danach wurden 5-20 MBq des entsprechenden 18F-S100 pro Tier in die Schwanzvene 
injiziert. Es wurden gegebenenfalls auch zwei Tiere nebeneinander positioniert. Da das 
Sichtfeld des Tomographen entlang der Körperachse nur 8 cm beträgt, wurde die 
Positionierung der Tiere so gewählt, dass die thorakale Region mit den Zielorganen 
Herz, Lunge, Leber, Nieren und Milz untersucht werden konnte. Anschließend wurde 
eine dynamische PET-Messung gestartet, deren Aufnahmedauer 60 min bzw. 120 min 
betrug. Die Messprotokolle umfassten eine verschiedene Anzahl von Zeitintervallen 
(frames). Das Aufnahmeprotokoll 1 (60 min) bestand aus 12 × 10 s, 6 × 30 s, 5 × 300 s, 
3 × 600 s und 4 × 900 s während das Aufnahmeprotokoll 2 (120 min) aus 15 × 10 s, 5 × 
30 s, 4 × 300 s und 3 × 600 s bestand. Die Datenauswertung der PET-Untersuchungen 
erfolgte durch die Festlegung 3-dimensionaler ROIs (region of interest) in 
ausgewählten Organen/Strukturen mittels dem Software Paket ROVER (ABX GmbH, 
Radeberg, Deutschland) (detaillierte Beschreibung in [143, 144]). Damit konnten 
sogenannte Zeit-Aktivitätskurven ermittelt werden, welche den zeitlichen Verlauf der 
18F-Radioaktivitätskonzentration in definierten Zielstrukturen im Tiermodell 
beschreiben.  
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2.6.8 Bioverteilungsuntersuchungen 
Zur Untersuchung der Bioverteilung wurden acht männlichen Wistar-Ratten unter 
Desfluoran-Narkose je 0,8-1,2 MBq des entsprechenden 18F-S100 intravenös in die 
Schwanzvene injiziert. 5 und 60 min nach der Injektion wurden je vier Versuchstiere 
unter Desfluoran-Narkose entsprechend der genehmigungsrechtlichen Vorschriften 
getötet. Die Organe wurden entnommen, gewogen und die enthaltene Aktivität mittels 
Gammacounter bestimmt.  
2.6.9 Statistik 
Die statistische Auswertung der Messdaten erfolgte mit Programm SPSS 12.0.1 (SPSS 
GmbH Software, München, Deutschland). Hierbei wurde eine Varianzanalyse 
(ANOVA) gefolgt von einem post hoc Test nach Bonferroni durchgeführt. Eine 
statistische Signifikanz wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5% (p <  0,05) 
angenommen. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Untersuchungen zur Expression und Verteilung von RAGE 
Zur in vitro- und in vivo- Untersuchung der S100-RAGE-Interaktion wurde die 
Verteilung von RAGE in den verschiedenen Zellmodellen sowie in Wistar-Ratten 
analysiert. 
3.1.1 RAGE in HAEC und THP-1-Makrophagen 
Die humane Endothelzelllinie HAEC sowie THP-1-Makrophagen wurden als 
Zellmodelle gewählt, da beide eine Rolle bei entzündlichen Prozessen spielen und 
somit einen in vivo-Bezug aufweisen. Es wurde die Genexpression von RAGE auf 
mRNA-Ebene mittels quantitativer RT-PCR untersucht (siehe 2.2.15). Als 
Haushaltsgen diente β-Aktin. In beiden Zelllinien konnte RAGE-mRNA nachgewiesen 
werden. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede im Ausmaß der Expression 
festgestellt werden (Abbildung 3-1 A). Für eine Beurteilung des RAGE auf 
Proteinebene wurde ein immunchemischer Nachweis an beiden Zelllinien am Western 
Blot durchgeführt (siehe 2.3.8). In beiden Zelllinien konnte RAGE-Protein 
immunchemisch detektiert werden (Abbildung 3-1 B). Im Vergleich zu HAEC konnte in 
THP-1-Makrophagen eine deutlich stärkere RAGE-Bande nachgewiesen werden. 
 
 
Abbildung 3-1: Gen-Expression und Synthese von RAGE in THP-1-Makrophagen und 
HAEC. (A) Die Genexpression von RAGE wurde mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung der Expressionslevel von zwei 
unabhängigen Messungen (n= 4), die als 2-∆Ct berechnet wurden. (B) RAGE-Protein wurde 
immunchemisch am Western Blot mit dem anti-RAGE-Antikörper nachgewiesen. Als interne 
Kontrolle wurde ebenfalls β-Aktin immunchemisch nachgewiesen. 
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Nach einer subzellulären Proteom-Fraktionierung (siehe 2.4.6) sollte unter 
Verwendung des anti-RAGE-Antikörpers immunchemisch die Verteilung des RAGE in 
THP-1-Makrophagen analysiert werden. Dabei konnte eine deutliche RAGE-Bande in 
der Membranfraktion (Spur 2) bei ca. 55 kDa und eine sehr schmale Bande in der 
zytosolischen Fraktion (Spur 1) bei ca. 45 kDa detektiert werden (Abbildung 3-2). 
Aufgrund seiner Glykosylierungen erscheint der flRAGE in SDS-PAGE-Analysen bei 
einer Größe von ca. 55 kDa [87]. Die 55 kDa-Bande kann somit dem flRAGE 
zugeordnet werden. Bei der schmalen Bande bei ca. 45 kDa handelt es sich mit großer 
Wahrscheinlichkeit um den zytosolischen esRAGE. Die zelluläre Fraktionierung bei 
HAEC lieferte analoge Ergebnisse (hier nicht gezeigt). 
 
 
Abbildung 3-2: Subzelluläre Proteom-Fraktionierung von THP-1-Makrophagen. Die 
immunchemische Detektion am Western Blot erfolgte mit dem anti-RAGE-Antikörper. Spur 1: 
zytosolische Fraktion, Spur 2: Membranfraktion, Spur 3: Kernfraktion, Spur 4: Zytoskelett. Die 
spezifische RAGE-Bande (oberer Pfeil) und esRAGE-Bande (unterer Pfeil) sind markiert. 
 
3.1.2 RAGE in Wistar-Ratten 
Zielführend für die spätere molekulare Bildgebung mittels Positronen-Emissions-
Tomographie ist eine Untersuchung zur Verteilung des RAGE in Wistar-Ratten. Dazu 
wurde eine relative Quantifizierung der RAGE-Expression in ausgewählten Geweben 
von Wistar-Ratten mittels quantitativer RT-PCR durchgeführt. Als Haushaltsgen diente 
β-Aktin, wodurch die Genexpression des RAGE auf mRNA-Ebene relativ quantifiziert 
werden konnte. Dabei wurden mRNA-Transkriptmengen von RAGE im Lungengewebe 
ermittelt, welche gegenüber der mRNA-Transkriptmenge in allen anderen Organen 
signifikant erhöht sind (Abbildung 3-3 A). Die RAGE-Expression in den anderen 
Organen unterscheidet sich nicht signifikant. 
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Abbildung 3-3: RAGE-Expression und Verteilung in Wistar-Ratten. (A) Dargestellt ist die 
mRNA-Expression von RAGE in ausgewählten Geweben. Gezeigt sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung der Expressionslevel, die als 2-∆Ct berechnet wurden von drei 
unabhängigen Messungen (n = 6; *p ≥  0,05 bezogen auf Muskelgewebe). (B) RAGE-Protein 
wurde in ausgewählten Geweben immunchemisch am Western Blot mit dem anti-RAGE-
Antikörper nachgewiesen. Es wurden mit Ausnahme der Lunge je 100 µg Gesamtprotein der 
Zelllysate aufgetragen. Spur 1: Leber, 2: Niere, 3: Herz, 4: Milz, 5: Lunge (5 µg Gesamtprotein), 
6: Skelettmuskel.  
 
Durch den immunchemischen Proteinnachweis am Western Blot konnte ein hoher 
Gehalt an RAGE-Protein im Lungengewebe detektiert werden. Im Vergleich zu den 
übrigen Geweben, wurde nur 1/20 des Gesamtproteins des Lungengewebes 
aufgetragen und vergleichsweise ein deutlich höherer Gehalt an RAGE-Protein 
bestimmt (Abbildung 3-3 B). Im Milzgewebe konnte nur wenig RAGE-mRNA sowie 
kein RAGE auf Proteinebene nachgewiesen werden. Die RAGE-Proteinmengen in 
Leber, Niere, Herz und Muskel waren von ähnlichem Ausmaß.  
Die Verteilung des RAGE im Lungengewebe von Wistar-Ratten wurde anschließend 
immunhistochemisch analysiert (Abbildung 3-4). Dabei wurden 4 µm dicke 
Paraffinschnitte mit einem anti-RAGE-Antikörper gefärbt, mit dem biotinylierten 
Sekundärantikörper und der Extravidin-Peroxidase detektiert und anschließend mit 
DAB entwickelt. Es wurde stets ein Kontrollschnitt ohne den primären anti-RAGE-
Antikörper mitgeführt. Im Gegensatz zur Negativkontrolle zeigten die mit dem primären 
anti-RAGE-Antikörper behandelten Schnitte eine starke Färbung. Zudem konnten eine 
RAGE-spezifische Färbung der Zellmembranen visualisiert werden. Eine Zelltyp-
spezifische Lokalisation von RAGE (Alveolarepithelzellen Typ I und II; 
Alveolarmakrophagen) wurde bei diesen Untersuchungen nicht durchgeführt. 
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Abbildung 3-4: Immunhistochemische Untersuchung am Lungengewebe von Wistar-
Ratten. Die Paraffinschnitte (5 µm) wurden ohne (A) bzw. mit (B) dem primären anti-RAGE-
Antikörper sowie einem biotinylierten Sekundärantikörper und der Extravidin-Peroxidase 
inkubiert und anschließend mit DAB entwickelt. Die Zellkerne (grüne Pfeile) und die RAGE-
gefärbten Zellmembranen (rote Pfeile) sind gekennzeichnet. Gezeigt sind Aufnahmen mit dem 
Mikroskop AxioImager in 1000-facher Vergrößerung. 
 
3.2 Klonierung und Herstellung des humanen S100A1, S100B 
und S100A12 
3.2.1 Klonierung der humanen S100-Proteine 
Für die Klonierung der S100-Proteine wurde als Ausgangsmaterial RNA von THP-1- 
sowie von HT-29-Zellen verwendet. Diese wurde in einer reversen Transkription mit 
den entsprechenden Primern in cDNA umgeschrieben und die Produkte wurden mittels 
Agarosegel-Elektrophorese analysiert (Abbildung 3-5).  
 
 
Abbildung 3-5: 2%iges Agarosegel der PCR-Produkte zur Amplifikation der S100A1-, 
S100B- und S100A12-cDNAs. M= bp-Größenstandard; Spur 1, 3, 5: Reverse Transkription 
und Amplifikation mit RNA aus HT-29-Zellen, Spur 2, 4, 6: Reverse Transkription und 
Amplifikation mit RNA aus THP-1-Zellen, Spur 1 und 2: Reverse Transkription und Amplifikation 
mit S100A1-Primern,  Spur 3 und 4: Reverse Transkription und Amplifikation mit S100A12-
Primern, Spur 5 und 6: Reverse Transkription und Amplifikation mit S100B-Primern. Der Pfeil 
zeigt die S100-Proteine bei einer Größe von ca. 300bp. 
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Die in Abbildung 3-5 mit einem Pfeil markierten cDNA-Banden wurden als Matrize für 
die anschließende PCR-Amplifikation zum Einfügen der entsprechenden 
Restriktionsschnittstellen verwendet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden in pCR4-
TOPO-Vektoren eingefügt. Die pCR4-TOPO-S100A1, -S100A12- und -S100B-
Plasmide wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten und in die 
MCS (multiple cloning site) eines pGEX-6P-1-Vektors subkloniert und nochmals 
sequenziert (Vektorkarte: siehe Anhang). 
3.2.2 Optimierung der Proteinbiosynthese in E. coli 
Für das Erreichen maximaler Produktausbeuten der S100-Fusionsproteine wurde 
anfänglich ein Induktionstest durchgeführt. Der bakterielle Expressionsvektor pGEX-
6P-1 verfügt über einen tac-Promotor, der selektiv durch IPTG aktiviert wird, indem es 
an das lac-Repressorprotein bindet und dieses inaktiviert. In dem in Kapitel 2.3.1 
beschriebenen Induktionstest wurden die Einflüsse der Inkubationsdauer und der 
Konzentration des IPTG auf die Fusionsproteinsynthese in E. coli-BL21-S100-Zellen 
getestet. Abbildung 3-6 zeigt dies am Beispiel des S100A1-Fusionsproteins welches 
ein Molekulargewicht von ~37 kDa aufweist (siehe Pfeil). Dass es sich bei der Bande 
im Coomassie-Blau gefärbtem SDS-Gel um das rekombinante S100A1-Fusionsprotein 
handelt, wurde mittels Immundetektion nachgewiesen. Diese wurde immunchemisch 
am Western Blot mit einem S100alpha-Antikörper durchgeführt und analog zum 
Coomassie-Blau gefärbten SDS-Gel angefertigt. Im Gegensatz zu den nicht 
induzierten Proben (Spuren 1, 2 und 6) ist in den restlichen Spuren eine deutlich 
ausgeprägte Bande im Größenbereich des Fusionsproteins zu erkennen (siehe Pfeil). 
Die Proteinausbeute erhöhte sich mit der Inkubationsdauer und der IPTG-
Konzentration. Für folgende Experimente wurde die Induktion mit einer IPTG-
Konzentration von 0,5 mM und einer Dauer von 4 h durchgeführt. 
 
 
Abbildung 3-6: S100A1-Proteinbiosynthese in E. coli-BL21-S100A1-Zellen. Coomassie-
Blau Färbung (A) und Immundetektion (B) von Zelllysaten aus Schüttelkulturen nach 
verschiedenen Zeitpunkten und IPTG-Konzentrationen. M = SeeBlue Größenstandard; Spur 1: 
Kontrolle vor der IPTG-Induktion, Spuren 2-5: 2 h nach IPTG-Induktion, Spuren 6-9: 4 h nach 
IPTG-Induktion, Spuren 2 und 7: Induktion mit 0,1 mM IPTG, Spuren 3 und 8: Induktion mit 0,5 
mM IPTG, Spuren 4 und 9: Induktion mit 1 mM IPTG.  
 
Die Temperatur (25°C) und Inkubationsdauer (4 h) im Experiment wurden nicht erhöht, 
da eine mögliche Denaturierung bzw. Aggregation des Proteins (inclusion bodies) 
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vermieden werden sollte. Die Optimierung der Proteinbiosynthese von S100B- und 
S100A12-Fusionsproteinen wurden analog durchgeführt und erzielten ähnliche 
Ergebnisse. 
3.2.3 Reinigung des S100A1, S100A12 und S100B aus E. coli 
Die Gewinnung rekombinanter, humaner S100-Proteine wurde wie in Kapitel 3.2.2 
beschrieben optimiert. Entsprechend wurde die Proteinbiosynthese bei einer 
OD600= 0,8 mit 0,5 mM IPTG für 4 h bei 25°C im Wärmeschüttler induziert. Wie in 
Kapitel 2.3.2 beschrieben, erfolgte zuerst eine Reinigung der S100-Fusionsproteine 
unter Verwendung der GSH-Sepharose 4B. Es folgte die Spaltung der S100-
Fusionsproteine an der Säulenmatrix und ein zweiter Reinigungsschritt mittels HiTrap 
QFF. In Abbildung 3-7 ist ein Coomassie Blau-gefärbtes SDS-Gel dieser 
Reinigungsschritte am Beispiel des S100A1 dargestellt. Das S100A1-Fusionsprotein 
wurde in E. coli-BL21-S100A1-Zellen synthetisiert und erscheint als Bande bei 
~37 kDa (oberer Pfeil). Die in Spur 2 dargestellten Verunreinigungen, wie z.B. 
ungespaltenes Fusionsprotein oder GST konnten durch die nachfolgende 
Anionenaustauschchromatographie vermindert werden. Die Reinheit des jeweiligen 
S100-Proteins wurde mittels AIDA Software der Firma Raytest densitometrisch 
bestimmt und lag bei allen drei Proteinen > 95%.  
 
 
Abbildung 3-7: S100A1-Reinigung aus E. coli-BL21-S100A1-Zelllysaten. Coomassie Blau-
gefärbtes SDS-Gel (15%) von einzelnen Schritten der Proteinreinigung. M: SeeBlue 
Größenstandard, Spur 1: E. coli BL21-S100A1-Zelllysat, Spur 2: Fraktion nach 
Affinitätschromatographie mittels GSH-Sepharose 4B, Spur 3: gereinigtes S100A1 nach 
Anionenaustauschchromatographie mittels HiTrap QFF. Markiert sind das S100A1-
Fusionsprotein (oberer Pfeil) bei ~37 kDa sowie das S100A1-Protein (unterer Pfeil) bei ~11 
kDa. 
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Identifikation der S100-Proteine mittels MALDI-TOF 
 
Die gewonnenen und gereinigten S100-Proteine wurden hinsichtlich ihres 
Molekulargewichtes sowie ihres Reinheitsgrades massenspektrometrisch untersucht.  
In der MALDI-TOF-Massenspektrometrie ist die Flugzeit dem Quotienten aus 
Masse/Ladung (m/z) proportional (t ~ √ m/z). Es werden hauptsächlich einfach 
geladene Ionen vom Typ [M+H]+ beobachtet. Bei Proteinen können zusätzlich die 
doppelt oder dreifach geladenen Ionen ([M+2H]2+, [M+3H]3+) oder Addukte (z.B. 
Dimere= [2M+H]+) auftreten.  
Die S100-Massenspektren zeigen spezifische Signale ([M+H]+) bei m/z = 11.334 Da 
(S100A1), m/z = 10.974 Da (S100A12) und bei m/z = 11.125 Da (S100B) (Abbildung 
3-8) sowie die zweifach geladenen Ionen ([M+2H]2+), bei m/z = 5.662 Da (S100A1), 
m/z = 5.488 Da (S100A12) und bei m/z = 5.564 Da (S100B). Diese Werte stimmen mit 
den kalkulierten molekularen Massen der S100-Proteine überein. Das theoretische 
Molekulargewicht des S100A1 beträgt einschließlich der zusätzlichen neun 
Aminosäuren (Sequenz: GPLGSPEFM) 11.331 Da. Die Molekulargewichte für 
S100A12 bzw. S100B einschließlich der zusätzlichen sechs Aminosäuren (Sequenz: 
GPLGSM) liegen bei 10.986 Da bzw. 11.124 Da. 
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Abbildung 3-8: MALDI-TOF Massenspektren der rekombinanten S100-Proteine. (A) 
S100A1; (B) S100A12; (C) S100B. Zu sehen sind die Produktpeaks bei [M+H]+ bzw. [M+2H]2+.  
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3.3 Nachweis der S100-Protein-vermittelten Sekretion von 
proinflammatorischen Zytokinen durch THP-1-Makro-
phagen und HAEC 
Zur Beurteilung der proinflammatorischen Wirkung der rekombinant hergestellten 
S100-Proteine (S100A1, S100A12, S100B) wurden Stimulationsversuche an 
konfluenten Endothelzellen (HAEC) und an zu Makrophagen differenzierten THP-1-
Zellen (THP-1-Makrophagen) durchgeführt. Dazu wurden die S100-Proteine von 
Endotoxinen befreit und 24 h mit THP-1-Makrophagen und HAEC inkubiert (siehe 
2.4.5). Außerdem wurden die Zellen mit glykierten LDL (glykLDL), einem Liganden für 
RAGE und Scavenger-Rezeptoren, inkubiert. Die Konzentration der 
proinflammatorischen Zytokine Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 8 (IL-8) sowie des 
Tumor-Nekrose-Faktors α (TNFα) im Zellkulturmedium wurde mit Hilfe der spezifischen 
enzymgekoppelten Immunadsorptionstests (ELISAs) bestimmt.  
 
 
Abbildung 3-9: Nachweis proinflammatorischer Zytokine durch S100-Proteine an THP-1-
Makrophagen (A) und HAEC (B). Die einzelnen Zytokin-Konzentrationen wurden zu dem Wert 
der unbehandelten Kontrolle (= 100%) ins Verhältnis gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung (n = 8, *p ≥  0,05 bezogen auf Kontrolle) von zwei unabhängigen 
Experimenten. 
 
Es konnten im Vergleich zum Kontrollwert z. T. signifikant erhöhte Zytokinwerte im 
Zellkulturmedium der S100-behandelten Zellen bestimmt werden (Abbildung 3-9).  
Die S100A12- bzw. S100B-behandelten THP-1-Makrophagen sezernierten die 
dreifache bzw. 2,5-fache Menge an TNFα im Vergleich zu den unbehandelten 
Makrophagen. S100A1 bewirkte nur wenig erhöhte und glykLDL sogar erniedrigte 
TNFα-Spiegel im Vergleich zur unbehandelten Probe. Die Ausschüttung von IL-8 durch 
S100A12, S100B- und glykLDL-behandelte THP-1-Makrophagen waren im Vergleich 
zur unbehandelten Probe signifikant erhöht. 
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Die S100-behandelte HAEC sezernierten im Vergleich zu den unbehandelten HAEC 
bis zu 75% (S100B) bzw. 60% (S100A12) mehr IL-6 und IL-8. Die IL-6-Sekretion durch 
S100A1- und glykLDL-Behandlung bzw. die IL-8-Sekretion durch S100A1-Behandlung 
von HAEC waren gegenüber dem Kontrollwert ebenfalls signifikant erhöht.  
Im Fall der THP-1-Makrophagen konnte weder in den Kontrollproben noch in den 
S100-behandelten Zellüberständen IL-6 nachgewiesen werden. Analog wurde kein 
TNFα in den Zellüberständen von HAEC detektiert. 
Die Zellinkubation mit hitzedenaturiertem, endotoxinhaltigem S100B bewirkte keine 
Erhöhung der Zytokinsekretionen (Daten hier nicht gezeigt). Eine mögliche 
Zellaktivierung durch Rest-Endotoxine der S100-Proteine z. B. durch Lipopolysaccharid 
(LPS)-toll like receptor (TLR)-Signalweg, kann somit vernachlässigt werden.  
Anschließend sollten behandelte und unbehandelte Zellen hinsichtlich ihrer RAGE-
Proteinbiosynthese untersucht werden. Wie in der Literatur beschrieben, unterliegt die 
RAGE-Expression einer NF-κB-abhängigen positiven Rückkopplung [89]. RAGE kann 
somit durch die Interaktion mit seinen Liganden seine eigene Proteinbiosynthese 
steigern [107].  
Die S100- bzw. glykLDL-behandelten sowie die unbehandelten HAEC und THP-1-
Makrophagen wurden nach 24-stündiger Inkubation lysiert und immunchemisch am 
Western Blot auf ihre RAGE-Proteinbiosynthese untersucht (Abbildung 3-10). Bei den 
hier durchgeführten Zell-Stimulationen an THP-1-Makrophagen und HAEC konnte in 
den behandelten Zellen keine Zunahme der RAGE-Proteinbiosynthese gegenüber den 
Kontrollzellen festgestellt werden. 
 
 
Abbildung 3-10: RAGE-Synthese in THP-1-Makrophagen und HAEC. Je 50 µg Zelllysat pro 
Spur wurden mittels SDS-Gelelektrophorese getrennt. Der RAGE-Proteinnachweis erfolgte 
immunchemisch am Western Blot unter Verwendung des anti-RAGE-Antikörpers. Als interne 
Kontrolle wurde ebenfalls β-Aktin immunchemisch nachgewiesen. Spur 1: S100A1-behandelte 
Zellen; 2: S100A12-behandelte Zellen; 3: S100B-behandelte Zellen; 4: glykLDL-behandelte 
Zellen; 5: unbehandelte Zellen. 
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3.4 Herstellung und Reinigung des humanen sRAGE 
Die kodierende Sequenz des humanen sRAGE, der synthetischen Version des 
natürlich vorkommenden esRAGE, lag im eukaryotischen Vektor pSecTag2B vor und 
wurde freundlicherweise von Prof. Bachmann (Institut für Immunologie, Medizinische 
Fakultät der TU Dresden) zur Verfügung gestellt (Vektorkarte: siehe Anhang). Das am 
5’-Ende liegende Ig kappa-Signalpeptid erlaubt die Sekretion des sRAGE ins 
Zellkulturmedium. Am 3’-Ende befinden sich neben der myc-Erkennungssequenz ein 
für 6 × Histidin codierender Bereich. Das Protein wird als His-tag-Fusionsprotein 
synthetisiert, sezerniert und kann somit direkt aus dem Zellüberstand isoliert und 
gereinigt werden. Dazu wurden COS-7-Zellen mit pSecTag2B-sRAGE transfiziert und 
über einen Zeitraum von vier Wochen unter Verwendung eines Zeocin-haltigen 
Zellkulturmediums selektiert (siehe 2.3.4). Nach der Selektionsphase wurde die 
sRAGE-Synthese im Zellkultur-Überstand des gewählten Klons immunchemisch am 
Western Blot überprüft (Abbildung 3-11 A). Im Überstand des gewählten Klons konnte 
sRAGE nachgewiesen werden.  
Die Reinigung des sRAGE erfolgte mittels Affinitätschromatographie aus dem 
Zellkultur-Überstand (siehe 2.3.5). Es konnten 300 µg sRAGE-Protein aus 100 mL 
Zellkultur-Überstand gewonnen werden. Abbildung 3-11 B zeigt ein Coomassie-Blau-
gefärbtes SDS-Gel von verschiedenen Fraktionen der sRAGE-Reinigung. In der 
Elutionsfraktion konnte das angereicherte sRAGE-Protein detektiert werden. Der 
Reinheitsgrad des sRAGE wurde mittels AIDA Software der Firma Raytest 
densitometrisch bestimmt und lag bei > 97%. 
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Abbildung 3-11: Sekretion und Reinigung des sRAGE. (A) Dargestellt ist die Sekretion von 
sRAGE durch COS-7-sRAGE-Zellen. Für die Analyse mittels Immundetektion wurde ein anti-
RAGE-Antikörper verwendet. Spur 1: Überstand untransfizierter COS-7-Zellen, 2: Überstand 
der COS-7-sRAGE-Zellen, 3: gereinigtes sRAGE-Protein. (B) Dargestellt sind einzelne 
Fraktionen der Reinigung des sRAGE aus Zellkultur-Überständen von COS-7-sRAGE-Zellen 
durch Coomassie Blau-Färbung eines SDS-Gels (12,5%). M= Precision Plus Protein dual color 
Größenstandard; Spur 1: Zellkultur-Überstand, 2: Durchlauf, 3: Waschfraktion, 4: Elution des 
sRAGE. Markiert ist die Bande für Albumin bei ~66 kDa (oberer Pfeil) und die des 
angereicherten sRAGE in seinen unterschiedlichen Glykosilierungsformen bei 35-50 kDa 
(unterer Pfeil). 
 
Im Coomassie-Blau gefärbten SDS-Gel und in der Immundetektion erscheint die 
Proteinbande des sRAGE sehr breit. Dies kann durch unterschiedliche sRAGE-
Spezies, die sich hinsichtlich ihres Glykosilierungsgrades unterscheiden, begründet 
werden. Eine Glykosilierung des RAGE sowie die Verringerung dessen 
Molekulargewichtes durch Spaltung von Zuckerresten mittels der Endoglykosidase 
PNGaseF wurde bereits von Turovskaya und Kollegen nachgewiesen [110].  
Wie auch bei den S100-Proteinen wurden Molekulargewicht und Reinheit des sRAGE 
mittels MALDI-TOF überprüft. Das Spektrum (Abbildung 3-12) zeigt einen relativ 
breiten Peak mit einem Maximum von 39.208 Da. Die Breite des Peaks weist 
wiederum auf den unterschiedlichen Glykosilierungsgrad des sRAGE hin. Das 
theoretische Molekulargewicht des sRAGE ohne gebundene Zuckerreste beträgt 
35.600 Da.  
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Abbildung 3-12: MALDI-TOF Massenspektrum des rekombinanten sRAGE. Zu sehen ist 
der Produktpeak bei [M+H]+ bzw. [M+2H]2+.   
 
3.5 Herstellung des flRAGE-Konstruktes 
Für die stabile Expression des membranständigen RAGE (flRAGE) wurde die flRAGE-
Sequenz in den eukaryotischen Expressionsvektor pIRES2-AcGFP1 kloniert und mit 
diesem CHO-Zellen transfiziert (Vektorkarte: siehe Anhang). Dieser Vektor verfügt über 
ein Geneticin-Resistenzgen sowie einen CMV-Promotor, der eine konstitutive 
Genexpression des RAGE in den CHO-Zellen vermittelt. Zudem wird zusätzlich zum 
RAGE-Konstrukt das Gen des grün fluoreszierenden Proteins aus Aequorea 
coerulescens (AcGFP) bi-cistronisch exprimiert. Somit konnte die Syntheseeffizienz 
des RAGE jederzeit mikroskopisch beurteilt werden. 
Die RAGE-Proteinbiosynthese in den CHO-flRAGE-Zellen wurde immunchemisch am 
Western Blot nachgewiesen. Als Kontrolle wurden die mit dem Leervektor stabil 
transfizierten CHO-Zellen (CHO-mock-Zellen) ebenfalls immunchemisch am Western 
Blot auf eine RAGE-Proteinbiosynthese untersucht. Während RAGE-Protein in den 
CHO-mock-Zellen nur sehr schwach detektiert werden konnte, synthetisieren die CHO-
flRAGE-Zellen hohe Mengen an RAGE (Abbildung 3-13 A). Zudem konnte die RAGE-
Proteinbiosynthese indirekt über die Detektion des AcGFP (Abbildung 3-13 B) sowie 
direkt über eine immunzytochemische RAGE-Färbung unter Verwendung eines 
primären anti-RAGE- und eines sekundärem Alexa Fluor 594-konjugierten Antikörper 
(Abbildung 3-13C) mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes nachgewiesen werden. 
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Abbildung 3-13: RAGE-Proteinbiosythese in CHO-flRAGE-Zellen. (A) Es wurden jeweils 
50 µg Gesamtprotein der Zelllysate auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen und immunchemisch 
am Western Blot unter Verwendung des anti-RAGE-Antikörpers analysiert. Als interne Kontrolle 
wurde ebenfalls β-Aktin immunchemisch nachgewiesen. Spur 1: CHO mock-Zellen, Spur 2: 
CHO-flRAGE-Zellen. (B) Gezeigt ist die Aufnahme von CHO-flRAGE-Zellen mit dem Mikroskop 
AxioImager in 200-facher Vergrößerung. (C) Dargestellt ist die immunzytochemische RAGE-
Färbung an CHO-flRAGE-Zellen unter Verwendung von eines primären anti-RAGE-Antikörpers 
und eines sekundären Alexa Fluor 594-konjugiertem Antikörper. Gezeigt sind Aufnahmen mit 
dem Mikroskop AxioImager in einem Kanal für grüne Fluoreszenz (links), für rote Fluoreszenz 
(Mitte) sowie beide Aufnahmen übereinandergelegt (rechts) in 400-facher Vergrößerung. 
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3.6 Radiomarkierung von S100-Proteinen 
Die radioaktive Markierung von humanem rekombinanten S100A1, S100B und 
S100A12 mit [18F]SFB wurde wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben bei einem pH-Wert von 
7,4 bis 8,0 durchgeführt. Die Kopplung erfolgte no carrier added (n.c.a) 
gewissermaßen als Reaktion 1. Ordnung über primäre Aminogruppen des N-Terminus 
und der Lysinseitenketten der S100-Proteine. Da die Reaktion bei einem pH-Wert von 
7,4 bis 8,0 abläuft, sind die Lysinseitenketten (pKs = 9,3-9,5) nahezu vollständig 
protoniert und die [18F]Fluorbenzoesäure koppelt vorrangig an dem freien, 
deprotonierten Glycinrest am N-Terminus des S100-Proteins. Eine Reihe von 
verschieden stark 18F-fluorbenzoylierten S100-Proteinen (18F-S100), bei denen eine 
oder mehrere Lysinseitenketten zusätzlich 18F-fluorbenzoyliert sind, ist jedoch denkbar. 
In Abbildung 3-14 ist das angenommene Reaktionsschema der Fluorbenzoylierung 
am Beispiel des S100A1 gezeigt.  
Alle Abbildungen in diesem Kapitel beziehen sich auf die Radiomarkierung des 
S100A1. Die Radiomarkierungen von S100B und S100A12 lieferten analoge 
Ergebnisse und sind aufgrund der Übersichtlichkeit nicht einzeln aufgeführt. 
 
 
 
Abbildung 3-14: 
18
F-Fluorbenzoylierung von humanem, rekombinanten S100-Proteinen 
mittels [
18
F]SFB. Als Beispiel ist die Radiomarkierung des S100A1 dargestellt. Die 
18F-Fluorbenzoylierung findet bei einem pH-Wert von 7,4-8,0 vorrangig am N-terminalen Ende 
statt. Die Farben des S100A1-Monomers kennzeichnen den N-terminalen Glycinrest (rot), die 
neun Lysinreste (blau) sowie den C-terminalen Serinrest (grün). Die rekombinanten S100A12 
bzw. S100B Proteine besitzen ebenfalls einen N-terminalen Gycinrest, sowie acht (S100B) bzw. 
zehn (S100A12) Lysinreste, welche ebenfalls 18F-fluorbenzoyliert werden könnten. 
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3.6.1 Reinigung und Analyse radiomarkierter S100-Proteine 
Die Reinigung des Reaktionsgemisches mittels Gelfiltration ermöglichte eine Trennung 
des 18F-S100 von radioaktiven niedermolekularen Substanzen, wie z. B. der 
[18F]Fluorbenzoesäure oder nicht umgesetztem [18F]SFB. Das Chromatogramm 
(Abbildung 3-15) zeigt eine fast vollständige Basislinientrennung des S100-Peaks 
(Pfeil) von den radioaktiven niedermolekularen Substanzen.  
 
 
Abbildung 3-15: Reinigung des 
18
F-S100A1. Die Reinigung erfolgte mittels Gelfiltration unter 
Verwendung einer HiTrap Desalting-Säule. Die Detektion der Aktivität in MBq (oben) erfolgte 
mit einem Aktivimeter. Die Proteinelution wurde bei einer UV-Absorption von 280 nm (unten) 
aufgezeichnet. Der erste Peak (Pfeil) umfasst das rekombinante 18F-S100A1. Die Aktivität der 
anderen Peaks resultiert aus nicht umgesetztem [18F]SFB sowie Nebenprodukten, wie der 
[18F]Fluorbenzoesäure. 
 
Die Charakterisierung der Reinigungsprozedur erfolgte mittels Radio-SDS-
Gelelektrophorese sowie Radio-Dünnschichtchromatographie des Reaktionsgemisches 
(ungereinigter Markierungsansatz), des Präparates (gereinigtes 18F-S100) und der 
einzelnen Fraktionen der Gelfiltration (siehe 2.6.3). Das SDS-Gel wurde anschließend 
mit Coomassie-Blau gefärbt. In dem in Abbildung 3-16 dargestellten 
Dünnschichtchromatogramm wurden radioaktives [18F]SFB (Spur 1) und nicht-
radioaktive Fluorbenzoesäure (Spur 2, Kreis) als Referenzen mitgeführt. Die 
Fluorbenzoesäure wurde mittels UV-Lampe detektiert. Die Rf -Werte lagen bei 0,76 
([18F]SFB) bzw. 0,87 (Fluorbenzoesäure). Die Radioluminogramme wurden 
densitometrisch ausgewertet. Im Reaktionsgemisch (Spur 3) konnten ca. 90% der 
Gesamtradioaktivität bei einem Rf -Wert > 0 detektiert werden. Dagegen sind nur 4% 
der Gesamtradioaktivität ([18F]Fluorbenzoat bzw. [18F]SFB) des gereinigten Präparates 
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(Spur 4) mit der mobilen Phase gewandert. Das 18F-S100-Protein bleibt bei dieser 
Trennung in der Nähe des Startpunktes liegen.  
 
 
Abbildung 3-16: Radio-Dünnschichtchromatographie der 
18
F-S100A1-Reinigung. Spur 1: 
[18F]SFB, 2: Fluorbenzoesäure (nicht radioaktiv), 3: Reaktionsgemisch, 4: Präparat, 5-10: 
verschiedene Fraktionen der Gelfiltration. Die Rf -Werte wurden mittels Startpunkt (SP) und 
Lauffront (LF) berechnet und lagen im Fall des [18F]SFB (Spur: 1) bei 0,76 (Detektion mittels 
Radioluminographie) und im Fall der Fluorbenzoesäure (Spur 2) bei 0,87 (UV-Detektion). 
 
Das SDS-Gel (Abbildung 3-17) zeigt das 18F-S100A1 (Pfeil) im Reaktionsgemisch, im 
Präparat und schwach in den Fraktionen 4-10. Die radioaktive Verteilung der 18F-S100-
Protein-Bande lag bei ca. 5% im Reaktionsgemisch und > 95% im gereinigten 
Präparat. Es gibt keine Anzeichen einer Fragmentierung durch mögliche 
Proteolysereaktionen während der Radiomarkierung und Reinigung. Diese Ergebnisse 
wurden durch die Proteinfärbung mittels Coomassie-Blau bestätigt. Das S100A1 war 
hier analog zum Radioluminogramm im Reaktionsgemisch und Präparat, jedoch nicht 
in den restlichen Fraktionen enthalten. Spur 1 zeigt die Detektion des rekombinanten 
S100A1 im nicht-radioaktiven Originalansatz, welcher für die Radiomarkierung 
eingesetzt wurde. 
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Abbildung 3-17: SDS-Gel der 
18
F-S100A1-Reinigung. Gezeigt ist ein SDS-Gel (8-18%) als 
Radioluminogramm (A) und nach anschließender Färbung mit Coomassie Blau (B) von einer 
18F-S100A1-Radiomarkierung und Reinigung. Spur 1: Originalansatz (nicht radioaktiv), 
2: Reaktionsgemisch, 3: Präparat, 4-10: verschiedene Fraktionen der Gelfiltration. Die S100A1-
Monomer-Bande ist markiert (Pfeil). 
 
Die Markierungsausbeute lag bei allen drei S100-Proteinen jeweils bei 3-10%. Die 
Ausbeuten sind abhängig von der eingesetzten Proteinkonzentration. Wurden in einem 
Ansatz mit 1000 MBq [18F]SFB 100 µg Protein eingesetzt, konnte eine 
Markierungsausbeute von ca. 5% erzielt werden. Ein Ansatz mit 400 µg Protein 
dagegen lieferte bis zu 10% Ausbeute. Die effektive spezifische Aktivität lag 
durchschnittlich bei 1 GBq/µmol S100-Protein. 
3.6.2 Untersuchungen zur Stabilität von 18F-S100-Proteinen 
Die bereitgestellten, gereinigten 18F-S100-Proteine wurden zunächst hinsichtlich ihrer 
in vitro- und in vivo-Stabilität untersucht. Ziel der Untersuchungen war es, mögliche 
Abspaltungen des radioaktiven Labels ([18F]Fluorbenzoyl-Gruppe) oder proteolytische 
Spaltungen des Proteins für nachfolgende biologische Untersuchungen 
auszuschließen.  
Für die Untersuchungen zur in vitro-Stabilität wurde das Präparat (18F-S100) in PBS 
(pH = 7,4) sowie in Plasma und Vollblut von Wistar-Ratten bei 37°C inkubiert. Nach 60 
min wurden die Proben mittels Radio-SDS-Gelelektrophorese bzw. Radio-
Dünnschichtchromatographie analysiert. Bei den dünnschichtchromatographischen 
Untersuchungen wurden 10%, 7% bzw. 4% der Radioaktivität bei einem Rf -Wert > 0 in 
den PBS-, Plasma- und Vollblutproben nachgewiesen. Die restliche Radioaktivität 
wurde am Auftragspunkt detektiert. Das Radioluminogramm des SDS-Gels der in vitro-
Proben (Abbildung 3-18) zeigte eine deutliche S100A1-Bande (Pfeil m) bei ~11 kDa. 
Es konnte zudem gezeigt werden, dass S100-Proteine in den entsprechenden 
Inkubationsmedien dimerisieren (Pfeil d). Eine proteolytische Spaltung, die 
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möglicherweise in einem Bandenmuster bei Größen < 11 kDa zu erkennen wäre, bzw. 
Aggregationen konnten nicht nachgewiesen werden. 
 
 
Abbildung 3-18: In vitro- und in vivo-Stabilitätsuntersuchungen des 
18
F-S100A1. 
Dargestellt ist ein SDS-Gel (8-18%) als Radioluminogramm mit Proben von 
Stabilitätsuntersuchungen in vitro (A) und in vivo (B) des 18F-S100A1. (A) Spur 1: 18F-S100A1 
in Plasma, 2: 18F-S100A1 in Plasma (erhalten aus Vollblutprobe), 3: 18F-S100A1 in PBS. (B) 
Spuren 1-6: Plasmaproben 5, 10, 20, 40, 60 und 120 min nach Injektion von 18F-S100A1 in 
Wistar-Ratten. Der untere Pfeil (m) zeigt das intakte 18F-S100A1, der obere (d) zeigt das 18F-
S100A1-Dimer. 
 
Die in vivo-Stabilitätsuntersuchungen erfolgten wie in Kapitel 2.6.6 beschrieben in 
Wistar-Ratten. Dazu wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Injektion (p. i.) 
Blutproben entnommen und ebenfalls mittels Radio-SDS-Gelektrophorese analysiert. 
Die Radio-SDS-Gelektrophorese der in vivo-Proben (Abbildung 3-18) zeigt analog zu 
den in vitro-Untersuchungen das 18F-S100A1-Monomer (Pfeil m), welches auch in vivo 
dimerisieren kann (Pfeil d).  
Die in vivo-Plasmaproben wurden gefällt und die Radioaktivität wurde in den 
Überständen (organische Phase) und im Proteinpellet gemessen. Tabelle 3-1 zeigt die 
Ergebnisse der Proteinfällung. Diese sind als prozentuale Anteile der 
Gesamtradioaktivität der Proben angegeben. Im Fall von 18F-S100A1 und 18F-S100A12 
lagen die Anteile der im Proteinpellet befindlichen Radioaktivität nach 60 min bei 
mindestens 93%. Im Fall von 18F-S100B waren die Werte etwas niedriger und betrugen 
90% nach 5 min bzw. 73% nach 60 min.  
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Tabelle 3-1: In vitro-Stabilität der 
18
F-S100-Proteine im Plasma von Ratten. 
Radioaktiver Anteil des Proteinpellets [%]  Zeit [56] 
S100A1 S100A12 S100B 
5 96 99 90 
60 93 94 73 
 
 
3.7 Charakterisierung radiomarkierter S100-Proteine  
Zur Charakterisierung der gereinigten und stabilen 18F-S100-Proteine wurden in vitro-
Untersuchungen zur Bindung an rekombinantem sRAGE sowie an THP-1-
Makrophagen und HAEC durchgeführt. Diese Untersuchungen sollten einen Aufschluß 
über RAGE als möglichen Bindungspartner geben. Des Weiteren wurden 
Bioverteilungs- sowie PET-Untersuchungen an Wistar-Ratten durchgeführt.  
3.7.1 In vitro-Bindung an sRAGE 
Die in vitro-Bindung an sRAGE wurde experimentell mit zwei unabhängigen Methoden 
untersucht. Der sRAGE-Bindungsassay erfolgte wie in Kapitel 2.6.5 beschrieben an 
sRAGE-beschichteteten „MaxiSorp™“-Platten. Dazu wurden die 18F-S100-Proteine 
(spezifische Aktivität: 3-4 GBq/µmol) in sRAGE beschichteten Kavitäten inkubiert. Als 
Kontrolle wurde die Bindung an nicht-beschichteten bzw. mit BSA beschichteten 
Kavitäten durchgeführt. Es konnte für alle drei 18F-S100-Proteine eine spezifische 
Bindung an sRAGE nachgewiesen werden. Diese sRAGE-Bindungen waren 
signifikant höher als die unspezifischen Bindungen an der Platte bzw. an 
immobilisiertem BSA. Es konnte zudem gezeigt werden, dass im Vergleich zu 
18F-S100A1 und 18F-S100A12 weniger 18F-S100B an sRAGE bindet (Abbildung 3-
19 A). 
Für den zweiten Bindungsnachweis wurden sRAGE bzw. BSA auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert und mit 5 MBq 18F-S100A12 in PBS mit 5% BSA 
inkubiert. Das in Abbildung 3-19 B gezeigte Radioluminogramm weist in der sRAGE-
Spur (Spur 2) eine Bande bei ca. 50 kDa auf. In der BSA-Spur (Spur 1) konnte kein 
Signal detektiert werden. Die Bindung des 18F-S100A12 an sRAGE konnte somit auch 
mit dieser Methode bestätigt werden.  
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Abbildung 3-19: 
18
F-S100-Bindung an sRAGE. (A) Gezeigt ist die 18F-S100-Bindung an 
Maxisorp-Platten mit immobilisiertem BSA sowie mit immobilisiertem sRAGE. Gebundene 
18F-S100-Proteine wurden mittels Gammacounter gemessen. Die einzelnen Messwerte wurden 
zum Leerwert (= 100%) ins Verhältnis gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung von zwei unabhängigen Experimenten (n ≥  6, *p<  0,05 bezogen auf 
Leerwert und BSA-Wert). (B) Für den sRAGE-Bindungsnachweis nach Western-Blot-Verfahren 
wurden 10 µg sRAGE und 10 µg BSA in einem 10%igen SDS-Gel elektrophoretisch getrennt, 
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und für 1 h in Blockierungslösung inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran für 1 h mit 5 MBq 18F-S100A12 in PBS mit 5% BSA inkubiert, 
gewaschen und als Radioluminogramm mittels BAS-Reader detektiert.  
 
3.7.2 In vitro-Bindung an THP-1-Makrophagen und HAEC 
Bindung in Bezug auf RAGE 
Mit diesen Experimenten sollte die RAGE-Bindung von 18F-S100 an Zellen untersucht 
werden. Sie erfolgten wie in 2.6.4 beschrieben an konfluenten Endothelzellen (HAEC) 
bzw. an zu Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen (THP-1-Makrophagen), welche 
beide RAGE synthetisieren (siehe 3.1.1). Es wurden Inhibierungs-Experimente mit 
unmarkiertem S100-Protein zur Untersuchung der Spezifität, sowie glykierten LDL 
(glykLDL) und rekombinantem sRAGE zur Untersuchung der RAGE-spezifischen 
Bindung einzelner 18F-S100-Proteine durchgeführt.  
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Abbildung 3-20: 
18
F-S100-RAGE-Interaktion an Zellen. THP-1-Makrophagen (A) und HAEC 
(B) wurden 60 min mit 18F-S100 allein bzw. in Anwesenheit eines 15-fach molaren 
Überschusses des jeweiligen S100-Proteins, eines 3 molaren Überschusses an glykLDL oder 
eines 35-fach molaren Überschusses an sRAGE in Kalzium-Bindungspuffer mit 0,2% BSA 
inkubiert. Die Radioaktivität der gebundenen 18F-S100-Proteine wurde im Gesamtzelllysat 
mittels Gammacounter gemessen. Die einzelnen Messwerte wurden zur unbehandelten 
Kontrolle (= 100%) ins Verhältnis gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± Standardabweichung (n ≥  4; *p ≥  0,05 bezogen auf Kontrollen). 
 
Insgesamt konnten bei den THP-1-Makrophagen im Vergleich zu den Endothelzellen 
etwas stärkere Hemmeffekte hinsichtlich der 18F-S100-RAGE-Bindung erzielt werden. 
Mit den hier eingesetzten Konzentrationen an S100-Protein, glykLDL sowie sRAGE 
konnten jedoch keine vollständigen Hemmungen nachgewiesen werden. Es konnte 
gezeigt werden, dass die Bindung aller drei 18F-S100-Proteine an THP-1-Makrophagen 
durch glykLDL, als RAGE-Liganden, signifikant gehemmt werden kann. Des Weiteren 
konnte mit Ausnahme der 18F-S100B-Bindung an HAEC, durch Zugabe von sRAGE 
alle 18F-S100-Bindungen an Zellen signifikant inhibiert werden. Dies kann durch die 
Interaktion des sRAGE mit den 18F-S100-Proteinen und die damit verbundene 
Inhibierung der S100-Bindung an den membranständigen RAGE begründet werden.  
 
Bindung in Bezug auf Scavenger-Rezeptoren 
In nachfolgenden Experimenten wurde der Blick auf weitere mögliche Bindungspartner 
der S100-Proteine gerichtet. Dem zufolge wurden Zellbindungsuntersuchungen an 
THP-1-Makrophagen und HAEC in Bezug auf Scavenger-Rezeptoren (SR) 
durchgeführt. Diese Versuche wurden analog zu den bisherigen 
Zellbindungsuntersuchungen durchgeführt. Dabei wurden die in der Literatur 
beschriebenen Hemmstoffe gegen Scavenger-Rezeptoren der Klasse A und B, sowie 
gegen LOX-1 verwendet. Bei der Herstellung von Maleinanhydrid-modifizierten BSA 
(malBSA) kommt es zur Maleylierung von ε-Aminogruppen der Lysinreste des BSA und 
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damit zu einer stärker negativen Gesamtladung des Proteins, welche die Interaktion 
mit einer Reihe von Scavenger-Rezeptoren ermöglicht [145]. Polyinosinsäure und 
Fucoidan hemmen dagegen vorrangig Scavenger-Rezeptoren der Klasse A [146] und 
LOX-1 [147, 148]. 
 
 
Abbildung 3-21: 
18
F-S100-SR-Interaktion an Zellen. THP-1-Makrophagen (A) und HAEC (B) 
wurden 60 min mit 18F-S100 allein bzw. in Anwesenheit von Polyinosinsäure (60 µg/mL), 
Fucoidan (60 µg/mL) oder eines 35-fach molaren Überschusses an malBSA in Kalzium-
Bindungspuffer mit 0,2% BSA inkubiert. Die Radioaktivität der gebundenen 18F-S100-Proteine 
wurde im Gesamtzellextrakt mittels Gammacounter gemessen. Die einzelnen Messwerte 
wurden zur unbehandelten Kontrolle (= 100%) ins Verhältnis gesetzt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung (n ≥  4; *p ≥  0,05 bezogen auf Kontrollen). 
 
Die 18F-S100-Bindung konnte in Gegenwart von SR-Liganden inhibiert werden 
(Abbildung 3-21). Dabei zeigte sich ein z. T. unterschiedliches Inhibierungs-Muster 
zwischen den einzelnen 18F-S100-Proteinen. Es ist eine reduzierte Zellbindung des 
18F-S100B und des 18F-S100A1 bei einer Coinkubation mit Polyinosinsäure bzw. 
Fucoidan, als SR-A- und LOX-Inhibitoren, zu verzeichnen. Dies konnte im Fall von 
18F-S100A12 nur zum Teil bestätigt werden. Eine starke Hemmung konnte in allen 
Fällen bei einer Coinkubation des malBSA erzielt werden, welches in der Literatur als 
universeller Scavenger-Inhibitor bezeichnet wird [145]. 
3.7.3 Tierexperimentelle Untersuchungen mit 18F-S100-Proteinen 
Bioverteilung 
Alle drei 18F-S100-Proteine zeigten ähnliche Verteilungsmuster in Wistar-Ratten in den 
einzelnen Organen (Abbildung 3-22). Die gemessenen Aktivitätskonzentrationen in 
den einzelnen Organen (angegeben als %ID/g Gewebe) variierten dabei zwischen den 
18F-S100-Proteinen. Es konnte festgestellt werden, dass eine beachtliche 
Aktivitätskonzentration der 18F-S100-Proteine im zirkulierenden Blut verbleiben. Dabei 
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konnten nach 5 min 1,6-3,0% und nach 60 min 0,2–1,6% der injizierten Dosis (ID) pro 
mL in den Blutfraktionen gemessen werden. In Bezug auf das frei zirkulierende 
Blutvolumen der Ratte, das etwa 6-10 mL beträgt, entspricht dies 9,6-30,0% bzw. 1,2-
16,0% ID. Zusätzlich wurde festgestellt, dass die gemessene Aktivitätskonzentration im 
Blut des 18F-S100A12-behandelten Tieres nach 5 min vierfach und nach 60 min 
doppelt so hoch ist im Vergleich zu den 18F-S100A1- und 18F-S100B-behandelten 
Tiere.  
Die größte Gewebeakkumulation fand in Leber, Nieren, Milz und Lunge statt. Im 
braunen Fettgewebe, weißen Fettgewebe, Pankreas, Thymus sowie in den 
Schilddrüsen, in den Harderschen Drüsen, in den Hoden und in der Haut konnten nur 
sehr geringe Aktivitäten gemessen werden. Im Gehirn konnte keine Aktivität gemessen 
werden, da das Präparat die Blut-Hirn-Schranke nicht durchqueren kann. Der Femur 
zeigte ebenfalls keine Radioaktivitätsaufnahme. Dies ist ein Zeichen, dass die 
Substanz radioaktiv stabil ist, da kein freies [18F]F- vorliegt (Defluorierung). 
 
Abbildung 3-22: Bioverteilung von 
18
F-S100A1, 
18
F-S100A12, 
18
F-S100B in Wistar-Ratten. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung von ausgewählten Organen nach 5 min 
(A) und 60 min (B) p.i. angegeben in %ID/g Gewebe (n = 4). 
 
Untersuchungen zum Metabolismus von 18F-S100-Proteinen 
Anhand der PET- bzw. Bioverteilungsuntersuchungen wurde festgestellt, dass die 
18F-S100-Proteine hauptsächlich renal ausgeschieden werden. Während im Fäces 
nach 60 min 2-15% ID gemessen wurden, konnten im Urin nach 60 min 42-63% ID von 
Fluor-18 bestimmt werden (Abbildung 3-23 A).  
Mittels Radio-Dünnschichtchromatographie (Abbildung 3-23 B) konnten zwei 
Metaboliten detektiert werden, deren Rf -Werte (0,7 und 0,59) sich von den Rf -Werten 
der [18F]Fluorbenzoesäure bzw. des [18F]SFB unterscheiden.  
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Bei der Analyse von Urinproben mittels HPLC konnten drei niedermolekulare, 
radioaktive Metaboliten detektiert werden (Abbildung 3-23 C). Ein Metabolit wurde als 
N-4-[18F]Fluorbenzoylglycin (N-4-[18F]Fluorhippursäure) mit einer Retentionszeit von 
14,1 min (a) identifiziert. Die anderen beiden Metaboliten konnten nicht identifiziert 
werden. Die Retentionszeiten unterschieden sich jedoch von den Retentionszeiten des 
[18F]SFB oder der 4-[18F]Fluorbenzoesäure.  
Dass die 18F-S100-Proteine z. T. glomerulär filtriert werden, konnte mittels Radio-SDS-
Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Dazu wurde der Urin einer 18F-S100A1-
behandelten Ratte entnommen und mittels Radio-SDS-Gelelektrophorese analysiert. 
Die S100-Proteinbande des intakten Monomers bzw. des Dimers konnte detektiert 
werden (Abbildung 3-23 D). 
 
 
Abbildung 3-23: Metabolismus von 
18
F-S100-Proteinen in Wistar-Ratten. (A) Dargestellt ist 
die 18F-Radioaktivität als % ID in Darm und Urin 60 min p. i. (B) Das [18F]SFB als Referenz 
(Spur 1) und 1 µL des Urins einer 18F-S100A1 behandelten Wistar-Ratte 60 min p. i (Spur 2) 
wurden mittels Radio-Dünnschichtchromatographie analysiert. Die Linien markieren die 
Lauffront (LF) und den Startpunkt (SP) der Analyse. (C) Dargestellt ist ein HPLC-
Radiochromatogramm des Urins einer 18F-S100A1 behandelten Wistar-Ratte 60 min p. i. Es 
konnten drei Metaboliten mit einer Retentionszeit von a) 14,1 min, b) 17,0 min und c) 18,0 min 
detektiert werden. (D) Dargestellt ist ein SDS-Gel (8-18%) als Radioluminogramm von 10 µL 
des Urin einer 18F-S100A1 behandelten Wistar-Ratte 60 min p.i. Markiert ist das intakte 18F-
S100A1-Monomer (Pfeil m) und das 18F-S100A1-Dimer (Pfeil d). 
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PET-Untersuchungen  
Die dynamischen PET-Messungen erfolgten in einer Gesamtaufnahmedauer von 
jeweils 120 min. Die Positionierungen der Tiere wurde so gewählt, dass die Zielorgane 
im Thorax, v. a. Leber, Nieren, Herz (Blutraum) und Milz untersucht werden konnten. 
Die Bildrekonstruktion erfolgte mittels etablierter mathematischer Algorithmen und der 
Gerätesoftware [143, 149]. Die Darstellung des Bildvolumens erfolgt durch zueinander 
orthogonale Schnittebenen. Abbildung 3-24 zeigt die drei verschiedenen 
Schnittebenen, die bei der Darstellung der PET-Datensätze üblich sind.  
 
 
 
   Abbildung 3-24 : Schema der Schnittebenen bei der PET. 
 
 
In Abbildung 3-25 ist das Prinzip der region of interest (ROI)-Ermittlung in der Ratten-
Leber anhand von drei Tomogrammen in den drei verschiedenen Schnittebenen 
dargestellt. Das Zielgewebe (z. B. Leber) wurde mit einer Schwellwertanalyse aus den 
rekonstruierten Bildern vom umliegenden Gewebe abgegrenzt. Aus den Bilddaten 
wurden mittels dem Software-Paket ROVER die Messwerte quantitativ bestimmt und 
die zur Auswertung benötigten Parameter über das Volumen der ROI sowie die 
Mittelwerte und Maxima der ROI-Aktivitätskonzentrationen berechnet und ausgegeben. 
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Abbildung 3-25: Prinzip der ROI-Ermittlung mittels ROVER-Software am Beispiel einer 
Kleintier-PET-Untersuchung mit 
18
F-S100A12. Dargestellt ist die Rattenleber in 
verschiedenen Schnittebenen mit bzw. ohne markierter ROI. Die Grauskala gibt die 
Radioaktivitätskonzentration in Bq/cm3 an. 
 
In Abbildung 3-26 sind drei repräsentative PET-Aufnahmen des Thoraxbereiches in 
der koronalen Schnittebene als Maximum-Intensitäts-Projektion (MIP) gezeigt. Die MIP 
erzeugt gegenüber anderen Darstellungen nur den Eindruck eines dreidimensionalen 
Bildes, da die Bereiche im Bild dargestellt werden, welche die höchste Intensität 
besitzen. Hierbei wird die Tatsache ausgenutzt, dass sich die interessanten 
Informationen im Bild meist in den Strukturen mit der höchsten Intensität wiederfinden. 
In Abbildung 3-26 sind die MIPs von 18F-S100A1, 18F-S100A12 und 18F-S100B als 
Summenbilder über einen Zeitraum von 0-30 min p. i. dargestellt. Die 
Aktivitätsverteilung in diesen Aufnahmen ist zwischen den 18F-S100-Proteinen sehr 
ähnlich. Der Herzbereich, welcher den Blutpool repräsentiert, ist bei allen drei PET-
Aufnahmen gut sichtbar. Dabei konnten die höchsten Radioaktivitätskonzentrationen in 
den Herzvorhöfen und -kammern detektiert wurden, nicht im Herzmuskel. Bei allen 
PET-Aufnahmen konnte eine erhöhte Aktivitätskonzentration in Leber, Milz und Lungen 
ermittelt werden. Die Akkumulation in der Niere liegt v. a. in der renalen Ausscheidung 
der 18F-S100-Proteine begründet. 
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Abbildung 3-26: PET mit 
18
F-S100A1 (links), 
18
F-S100A12 (Mitte) und 
18
F-S100B (rechts). 
Dargestellt ist die 18F-Radioaktivitätsverteilung als MIP eines Summenbildes über einen 
Zeitraum von 0-30 min p.i. (H, Herz; Lu, Lungen; Le, Leber; N, Nieren; M, Milz; G, Gefäße). Die 
schwarze Farbe kennzeichnet die höchsten Aktivitätskonzentrationen. 
 
In Abbildung 3-27 ist die zeitliche Abfolge der Radioaktivitätsverteilung je einer 
repräsentativen PET-Messung von 18F-S100A1, 18F-S100A12 und 18F-S100B 
dargestellt. In den ersten 30 s nach der Injektion des 18F-S100 in die Schwanzvene ist 
v. a. eine Radioaktivitätsverteilung im Gefäß- bzw. Herzbereich zu erkennen. Bereits 
nach 30 s können erhöhte Radioaktivitätskonzentrationen in Lunge und Leber 
detektiert werden. Die Radioaktivitätsakkumulation im Bereich der Nieren im Zeitraum 
von 100 s und 5 min liegt in der Ausscheidung der 18F-S100-Proteine begründet. 
Zwischen 5 und 60 min erfolgt im Herz (Blutpool)- und Lungenraum eine Abnahme der 
Radioaktivitätskonzentration. Nach 60 min verteilt sich die Radioaktivität v. a. in Leber, 
Nieren und Harnleiter. Die etwas längere Verweildauer im Blut und die erhöhte 
Akkumulation in der Lunge im Fall des 18F-S100A12 im Vergleich zum 18F-S100A1 und 
18F-S100B konnte bereits in den Bioverteilungsuntersuchungen (siehe 3.7.3) gezeigt 
werden. 
 
 
 
Abbildung 3-27: Bildgebende in vivo-Charakterisierung des zeitlichen Verlaufs der Radioaktivitätskonzentration im Thoraxbereich der Ratte nach 
i. v. Gabe von 
18
F-S100A1 (oben), 
18
F-S100A12 (Mitte) und 
18
F-S100B (unten). Dargestellt sind die MIPs der Summenbilder von 0-30 s; 30 s-100 s; 100 s-
5 min; 5 min-60 min und 60 min-120 min p. i. Die schwarze Farbe kennzeichnet die höchsten Aktivitätskonzentrationen. 
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Aus den PET-Datensätzen wurden Zeit-Aktivitäts-Kurven der einzelnen Organe der 
18F-S100-behandelten Ratten berechnet. Abbildung 3-28 zeigt Zeit-Aktivitätskurven in 
Leber, Nieren, Herz und Lungen am Beispiel des 18F-S100A12 in Bq/cm3 
(Abbildung 3-28 A) und als Prozent des Maximums (Abbildung 3-28 B). Dabei gibt 
die Darstellung als Radioaktivitätskonzentration in Bq/cm3 Informationen über die in 
vivo-Verteilung des 18F-S100A12 bzw. der radioaktiven Metaboliten in Abhängigkeit 
von der Zeit. So wird aus Abbildung 3-28 A ersichtlich, dass die Leber das 
Hauptaufnahmeorgan von 18F-S100A12 war. Die Darstellung erlaubt es zudem, zu 
einem bestimmten Zeitpunkt (Framezeit-Mittelpunkt) quantitativ die 
Radioaktivitätskonzentration zu erfassen. So konnten bei einem Framezeit-Mittelpunkt 
von 17,5 min 221 kBq/cm3 in der Leber, 126 kBq/cm3 in den Nieren, 95 kBq/cm3 im 
Herzen und 51 kBq/cm3 in der Lunge gemessen werden. 
Die Darstellung der Radioaktivitätskonzentration als Prozent des Maximums 
(Abbildung 3-28 B) gibt die kinetische Information des Tracers im Abhängigkeit von 
der Zeit an und erlaubt somit eine direkte Vergleichbarkeit der Tracer-Kinetik in den 
einzelnen Organen. Des Weiteren können PET-Untersuchungen in verschiedenen 
Individuen bzw. mit verschiedenen Tracern verglichen werden. Aus der Darstellung der 
Radioaktivitätskonzentration als % des Maximums wird ersichtlich, dass die 
Radioaktivitätskonzentration in den Nieren im Vergleich zur Leber nur langsam 
abnahm. Außerdem können anhand dieser Darstellung auch die Tracer-Kinetiken von 
Organen mit geringerer Radioaktivitätsakkumulation, wie der Lunge direkt mit Organen 
mit höheren Radioaktivitätskonzentrationen verglichen werden. So zeigte sich z. B., 
dass zum Framezeit-Mittelpunkt von 7000 s, bezogen auf das Maximum des jeweiligen 
Organs, die relative Radioaktivitätskonzentration in Lunge und Leber gleich war.  
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Abbildung 3-28: In vivo-Kinetik des 
18
F-S100A12 in Leber, Nieren, Herz und Lungen der 
Ratte. Dargestellt sind die Zeit-Aktivitätskurven in Bq/cm3 (A) und als % des Maximums (B). 
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3.8 Weiterführende Untersuchungen zum Bindungsverhalten 
des 18F-S100A12 
Im nachfolgenden Kapitel werden weiterführende in vitro- und in vivo-Untersuchungen 
mit S100A12 beschrieben. Bei diesen Untersuchungen sollte nun gezielt die Interaktion 
mit RAGE sowie mit anderen potentiellen Bindungspartnern analysiert werden. 
3.8.1 Untersuchung zur Expression und Synthese von Scavenger 
Rezeptoren an THP-1-Makrophagen und HAEC 
Wie bereits gezeigt (siehe 3.7.2), konnte durch Scavenger-Rezeptor-Inhibitoren eine 
Hemmung bezüglich der 18F-S100-Bindung an THP-1-Makrophagen und HAEC erzielt 
werden. Dem zufolge wurden THP-1-Makrophagen und HAEC hinsichtlich ihrer 
Genexpression und Proteinbiosynthese verschiedener Scavenger-Rezeptoren (SR-A1, 
SR-B1, LOX-1 und CD-36) untersucht. Dabei sollten mittels quantitativer RT-PCR 
Aussagen zur Genexpression sowie immunchemisch am Western Blot unter 
Verwendung verschiedener spezifischer Antikörper Aussagen zur Proteinbiosynthese 
der SR getroffen werden. 
 
 
Abbildung 3-29: Genexpression verschiedener Scavenger-Rezeptoren in THP-1-
Makrophagen und HAEC. Die Genexpression von SR-A1, SR-B1, LOX-1 und CD-36 wurde 
mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung 
der Expressionslevel von zwei unabhängigen Messungen (n = 4; *p ≥  0,05 bezogen auf das 
Expressionslevel von HAEC im gleichen Zielgen), die als 2-∆Ct berechnet wurden. 
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Abbildung 3-30: Proteinbiosynthese verschiedener Scavenger-Rezeptoren in THP-1-
Makrophagen und HAEC. Die Rezeptor-Proteine wurden immunchemisch am Western Blot mit 
spezifischen Antikörpern gegen SR-A1, SR-B1, LOX-1 und CD-36 nachgewiesen. Zum 
Abgleich der Proteinmenge wurde ebenfalls β-Aktin nachgewiesen. 
 
Das Genexpressionsmuster (Abbildung 3-29) von HAEC und THP-1-Makrophagen 
hinsichtlich der Scavenger-Rezeptoren SR-A1, LOX-1 und CD-36 entspricht ihrer 
Synthese auf Proteinebene (Abbildung 3-30). Demnach konnten auf mRNA-Ebene 
alle drei Rezeptorgene detektiert werden. Im Vergleich zu den HAEC konnte in den 
THP-1-Makrophagen jeweils der doppelte bis zehnfache mRNA-Gehalt ermittelt 
werden. Jedoch konnte nur im Fall von SR-A1 eine signifikant höhere mRNA-
Konzentration in den THP-1-Makrophagen gegenüber den HAEC gemessen werden. 
THP-1-Makrophagen zeigen auf Proteinebene, dass LOX-1 und CD-36-Rezeptoren 
synthetisiert werden. HAEC synthetisieren wenig LOX-1 bzw. kaum CD-36. Eine starke 
Proteinbiosynthese des SR-A1 konnte bei den THP-1-Makrophagen ermittelt werden. 
Im Fall der HAEC konnte kein SR-A1 detektiert werden.  
Der Gehalt an SR-B1-mRNA war in beiden Zellen ähnlich hoch (Abbildung 3-29). Im 
Western Blot konnte jedoch mehr SR-B1 Protein bei HAEC und nur sehr wenig bei den 
THP-1-Makrophagen detektiert werden. 
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3.8.2 In vitro-Untersuchungen von Fluoreszein-markiertem S100A12 an 
THP-1-Makrophagen und HAEC mittels CLSM 
Zur Beurteilung der Zellbindung bzw. einer möglichen Aufnahme von S100A12 in THP-
1-Makrophagen und HAEC wurden Untersuchungen mittels konfokaler Laserscanning-
Mikroskopie (CLSM) durchgeführt. Dazu wurde rekombinantes, gereinigtes S100A12 
mit NHS-Fluoreszein markiert (siehe 2.3.6) und dessen RAGE-Bindung mittels dem 
sRAGE-Bindungsassay überprüft (Abbildung 3-31 A). Die sRAGE-Bindung des 
Fluoreszein-S100A12 konnte, wie auch beim radioaktiv markierten S100A12 (siehe 
3.7.1), nachgewiesen werden. Für die Aufnahmen am CLSM wurde das Fluoreszein-
S100A12 mit den THP-1-Makrophagen und HAEC (siehe 2.4.4) inkubiert und die 
Fluoreszenz-markierten Zellen mittels CLSM analysiert (siehe 2.5.5). In den 
Abbildungen 3-31 B und C wird deutlich, dass das Fluoreszein-S100A12 vorrangig an 
der Zellmembran gebunden ist.  
 
 
Abbildung 3-31: sRAGE-Bindung und Zellbindung von Fluoreszein-markiertem S100A12. 
(A) Dargestellt ist die Fluoreszein-S100A12 Bindung an Maxisop-Platten ohne Beschichtung 
(Leerwert), mit immobilisiertem BSA sowie mit immobilisiertem sRAGE. Die einzelnen 
Messwerte wurden zum Leerwert (= 100%) ins Verhältnis gesetzt. Angegeben sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung von zwei unabhängigen Experimenten (n = 6). (B/C) Gezeigt 
ist die Zellassoziation des extrazellulär zugegebenen Fluoreszein-S100A12 (grün) an THP-1-
Makrophagen (B) und HAEC (C). Die Zellkerne sind mit DAPI (blau) gefärbt. 
 
Um eine gezielte Aussage zur Lokalisation des S100A12-Proteins an THP-1-
Makrophagen treffen zu können, wurden in einem zweiten Experiment optische 
Schnitte in 0,8 µm-Intervallen aufgenommen. Es sollte geprüft werden, ob THP-1-
Makrophagen als Scavenger-Rezeptor tragende Zellen möglicherweise Fluoreszein-
S100A12 internalisieren.  
 
 
 
Abbildung 3-32: S100A12-Bindung an und Aufnahme in THP-1-Makrophagen. Die Aufnahmen erfolgten mittels CLSM nachdem die Zellen mit 
Fluoreszein-S100A12 inkubiert und die Zellkerne mittels DAPI gefärbt wurden. Es wurde ein z-Stapel mit 0,8 µM-Schnitten von der apikalen (Bild links oben) 
zur basalen (Bild rechts unten) Zellseite erstellt. Die Pfeile markieren Fluoreszenz-Signale im Zellinneren. 
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Wie in Abbildung 3-32 dargestellt, waren neben der hauptsächlichen Bindung an der 
Membran auch einzelne Signale (siehe Pfeil) innerhalb der Zelle zu erkennen. Eine 
Aufnahme des Fluoreszein-S100A12 in die Zelle konnte somit sichtbar gemacht 
werden.  
 
Anschließend wurde eine Kofärbung mit fluoreszenz-markierten Lektinen (GS-IB4 bzw. 
SBA konjugiert mit Alexa Fluor 647) durchgeführt. Lektine sind zuckerbindende 
Proteine, deren Angriffspunkte Kohlenhydratstrukturen an der Zellmembran sind. 
Abbildung 3-33 zeigt die Aufnahmen von zwei unabhängigen Experimenten an THP-
1-Makrophagen. In diesen Untersuchungen konnten Kolokalisationen des jeweiligen 
Lektins und des S100A12 festgestellt werden (gelbe Färbungen, siehe Pfeil).  
 
 
Abbildung 3-33: Zellassoziation von S100A12 und Lektinen an THP-1-Makrophagen. Die 
Aufnahmen wurden mittels CLSM angefertigt nachdem die Zellen nacheinander mit 
Fluoreszein-S100A12 und mit den Lektinen GS-IB4 (1A-C) bzw. SBA (2A-C) in Kalzium-
Bindungspuffer mit 2% BSA für 1 h bei 37°C inkubiert wurden. Dargestellt sind die Aufnahmen 
des Fluoreszein-S100A12 (grün, 1A/2A) und Lektin (rot, 1B/2B) sowie beide Aufnahmen 
übereinandergelegt. Die mit den Pfeilen markierten Zellen weisen eine Kolokalisation der 
beiden Farbstoffe auf. 
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3.8.3 Weiterführende Experimente zur in vitro-Bindung des 18F-S100A12 
an Zellen 
Die Bindung der 18F-S100-Proteine an RAGE konnte bereits mittels sRAGE-
Bindungsassay (3.7.1) nachgewiesen werden. In den Bindungsversuchen am 
Zellmodell HAEC und THP-1-Makrophagen konnten ebenfalls Inhibierungen der 
18F-S100A12-Zellbindung in Bezug auf RAGE ermittelt werden. Zudem konnte mit dem 
Scavenger-Inhibitor malBSA eine Inhibierung der S100A12-Bindung an THP-1-
Makrophagen und HAEC erzielt werden (3.7.2).  
 
Bindung an CHO-flRAGE-Zellen 
Um eine Untersuchung der 18F-S100A12-RAGE-Interaktion am Zellmodell durchführen 
zu können, wurden RAGE-überexprimierende CHO-Zellen (CHO-flRAGE-Zellen) (3.4) 
für in vitro-Bindungsexperimente verwendet. Die Bindungsexperimente wurden wie in 
Kapitel 2.6.4 beschrieben durchgeführt. Dabei kamen CHO-mock- und CHO-flRAGE-
Zellen zum Einsatz. 
 
Abbildung 3-34: 
18
F-S100A12-Bindung an CHO-flRAGE-Zellen. CHO-mock-Zellen und CHO-
flRAGE-Zellen wurden 60 min mit 18F-S100A12 in Kalzium-Bindungspuffer mit 0,2% BSA 
inkubiert. Die Radioaktivität der gebundenen 18F-S100-Proteine wurde im Gesamtzelllysat 
mittels Gammacounter gemessen. Die Messwerte wurden zur CHO-mock-Kontrolle (= 100%) 
ins Verhältnis gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung von zwei 
unabhängigen Experimenten (n = 11; *p ≥  0,05 bezogen auf die CHO-mock-Kontrolle).  
 
Die Bindung des 18F-S100A12 an CHO-flRAGE-Zellen war in Bezug auf die Bindung 
an den CHO-mock-Kontrollzellen, welche den pIRES-2AcGFP-Leervektor tragen, um 
ca. 20% erhöht. Diese erhöhte Zellassoziation des 18F-S100A12 gegenüber den CHO-
mock-Kontrollzellen ist statistisch signifikant.  
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Bindung an THP-1-Makrophagen 
Die CLSM-Untersuchungen mittels Fluoreszein-S100A12 an THP-1-Makrophagen 
zeigten z. T. Kolokalisationen mit Lektinen an der Zellmembran. Um Aussagen zu 
möglichen weiteren Bindungspartnern des S100A12 treffen zu können, wurden 
Zellbindungsuntersuchungen des 18F-S100A12 an THP-1-Makrophagen in Gegenwart 
von Dextran, Dextransulfat sowie verschiedenen Lektinen durchgeführt.  
 
Abbildung 3-35: 
18
F-S100A12-Glykokonjugat-Interaktion an Zellen. THP-1-Makrophagen 
wurden 60 min mit 18F-S100A12 allein bzw. in Anwesenheit von jeweils 100 µg/mL Dextran, 
Dextransulfat, Con A, SBA und GSIB4; bzw. in Gegenwart eines 5-fach molaren Überschusses 
an glykLDL und eines 100-fachen Überschusses an S100A12 in Kalzium-Bindungspuffer mit 
0,2% BSA inkubiert. Die Radioaktivität des gebundenen 18F-S100A12 wurde im 
Gesamtzellextrakt mittels Gammacounter gemessen. Die einzelnen Messwerte wurden zum 
Kontrollwert (= 100%) ins Verhältnis gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung von zwei unabhängigen Experimenten (n = 6; *p ≥  0,05 bezogen auf die 
Kontrolle).  
 
Es konnte gezeigt werden, dass die S100A12-Bindung an THP-1-Makrophagen in 
Gegenwart von GS-IB4, SBA und Concanavalin A (Con A) sowie Dextransulfat 
signifikant gehemmt werden konnte. Die Inhibierung der S100A12-Bindung durch 
Lektine zeigte, wie schon in 3.8.2 immunzytochemisch festgestellt, die Konkurrenz um 
gleiche Bindungsstellen an den THP-1-Makrophagen. Es konnte eine signifikante 
Inhibierung der 18F-S100A12-Interaktion an den THP-1-Makrophagen in Gegenwart 
von Con A, SBA und GS-IB4 ermittelt werden. Dextransulfat interferiert häufig bei 
Interaktionen zwischen Proteinen und Glykosaminoglykanen (GAG), die abhängig von 
der Sulfatierung des GAG ist und gilt ebenfalls als Inhibitor von Scavenger-Rezeptoren 
der Klasse A. Die 18F-S100A12-Bindung konnte durch Dextransulfat, nicht aber durch 
Dextran, signifikant inhibiert werden. Die Hemmungen durch unmarkiertes S100A12 
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und glykLDL wurden als Vergleich mitgeführt und waren signifikant gegenüber dem 
Kontrollwert. 
3.8.4  Weiterführende in vivo-Untersuchungen des 18F-S100A12 
Aufbauend aus den gewonnenen Erkenntnissen der in vitro-Experimente an Zellen, 
wurden im Folgenden weiterführende in vivo-Untersuchungen am Rattenmodell 
durchgeführt. Dabei sollte in vivo geprüft werden, ob und wie der 18F-S100A12-
Metabolismus in Gegenwart eines Überschusses an sRAGE, glykLDL sowie malBSA 
beeinflusst werden kann.  
PET-Untersuchungen 
Es wurden PET-Untersuchungen mit 18F-S100A12 durchgeführt, bei denen zwei Ratten 
gleichzeitig gemessen wurden. Den Ratten wurden 5 min vor der Injektion des 
radioaktiven Tracers (18F-S100A12) je 3 mg sRAGE, glykLDL bzw. malBSA in PBS 
bzw. nur PBS (= Kontrolltier) injiziert. Die dynamischen PET–Messungen erfolgten in 
einem Zeitrahmen von 60 min. Die Datenaufnahme, -sortierung und -rekonstruktion 
erfolgte wie in 2.6.7 beschrieben.  
Um Störfaktoren, wie z. B. unterschiedliche spezifische Aktivitäten des Tracers im 
jeweiligen Versuch zu verringern, werden im Folgenden repräsentative Experimente 
dargestellt, bei denen die behandelten Tiere im direkten Vergleich zu den Kontrolltieren 
der gleichen Untersuchung gezeigt sind. In den Abbildungen 3-36 bis 3-41 sind PET-
Aufnahmen als MIP, Radioaktivitätskonzentrationen sowie zeitabhängige, kinetische 
Tracerverteilungen der Kontrolltiere und behandelten Tiere gezeigt. 
Hemmung mit sRAGE 
Wie in Kapitel 3.7.2 bei den Untersuchungen zur in vitro-Zellbindung gezeigt wurde, 
kann die Zellinteraktion des 18F-S100A12 in Gegenwart des löslichen RAGE (sRAGE) 
vermindert werden. Es sollte nun geprüft werden, inwieweit sRAGE als 
Bindungspartner von 18F-S100A12 eine Bindung des 18F-S100A12 an RAGE oder 
andere Zielstrukturen in Wistar-Ratten in vivo inhibieren kann. In Abbildung 3-36 ist 
zum einen ein repräsentatives PET-Bild als MIP über 60 min und zum anderen die 
Radioaktivitätskonzentrationen der ROIs von ausgewählten Organen (Herz, Leber, 
Niere und Lunge) in Bq/cm3 dargestellt. Die Verteilung des 18F-S100A12 wurde durch 
die Gabe von 3 mg sRAGE gering beeinflusst. Die Radioaktivitätsakkumulationen in 
den einzelnen Organen bzw. im Blutpool (Herz) unterscheiden sich kaum zwischen 
dem behandelten und unbehandelten Tier.  
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Abbildung 3-36: 
18
F-S100A12-Verteilung in Gegenwart von sRAGE. (A) Gezeigt sind PET-
Summenbilder dargestellt als MIP über einem Zeitraum von 60 min p.i. ohne und mit Gabe von 
sRAGE. Le: Leber; Lu: Lunge; H: Herz; N: Niere. (B) Dargestellt sind die 
Radioaktivitätskonzentrationen in Bq/cm3 in ausgewählten ROIs einer repräsentativen PET-
Untersuchung ohne und mit Inhibierung durch sRAGE. Die Radioaktivitätskonzentrationen des 
jeweiligen ROIs sind als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben. 
 
In Abbildung 3-37 sind Zeit-Aktivitätskurven verschiedener Zielorgane gezeigt. Das 
ROI über dem Herzen, welches den Blutpool repräsentiert da dort ein geeignetes 
Blutvolumen vorhanden ist, zeigt die Perfusion des 18F-S100A12 (Abbildung 3-37 A). 
Die Radioaktivitätskonzentration steigt schnell an (arterieller Input) und nimmt langsam 
wieder ab, so dass am Ende der Messung (nach 60 min) ca. 10% des 18F-S100A12 in 
der Zirkulation verbleiben. Die Interaktion mit dem Lungengewebe zeigt einen 
veränderten Kurvenverlauf gegenüber dem Blutpool (Abbildung 3-37 B). Nach dem 
arteriellen Input steigt die Radioaktivitätskonzentration in den ersten 10 min der PET-
Messung leicht an, um dann wie im Fall der Herzkurve langsam abzunehmen. Dies 
weist auf eine Interaktion des 18F-S100A12 mit dem Lungengewebe hin und 
unterscheidet sich vom Verhalten im Blutpool. Die Zeit-Aktivitätskurven in Leber und 
Nieren sind durch einen stetigen Anstieg der Radioaktivität gekennzeichnet 
(Abbildung 3-37 C und D).  
Durch die Gabe von sRAGE konnten in den in Abbildung 3-37 dargestellten Zeit-
Aktivitätskurven keine Unterschiede des 18F-S100A12 in der Blutzirkulation festgestellt 
werden. Die Akkumulation des 18F-S100A12 in der Leber konnte in der ersten Phase 
durch die Gabe von sRAGE verringert werden (Abbildung 3-37 C). Ebenfalls wurde 
eine etwas geringere Interaktion mit dem Lungengewebe (0-10 min), als Organ mit 
einer großen Menge an RAGE, gemessen. Die Verweildauer des 18F-S100A12 im 
Lungengewebe des sRAGE-behandelten Tieres war in den letzten 30 min der PET-
Messung jedoch sehr ähnlich zu der des Kontrolltieres. Die Zeit-Aktivitätskurve in der 
Niere verläuft unter Gabe von sRAGE flacher. Demnach erfolgt die renale 
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Ausscheidung des 18F-S100A12 in Gegenwart von sRAGE verzögert (Abbildung 3-
37 D).  
 
 
Abbildung 3-37: In vivo-Kinetik von 
18
F-S100A12 in Herz (A), Lunge (B), Leber (C) und 
Nieren (D) der Ratte mit und ohne Gabe von sRAGE. 
 
Hemmung mit glykLDL 
Glykierte LDL (glykLDL) wurden in ihrer Funktion als RAGE-Ligand bzw. SR-Ligand in 
den Inhibierungs-Experimenten eingesetzt. Die Verteilung des 18F-S100A12 im 
Rattenmodell konnte durch Gabe von 3 mg glykLDL beeinflusst werden. Wie in 
Abbildung 3-38 bzw. 3-39 zu sehen, erhöhte sich die Verweildauer des 18F-S100A12 
im zirkulierenden Blut (ROI über dem Herzen) der Ratte in Gegenwart von glykLDL. 
Des Weiteren konnte die Retentionszeit des 18F-S100A12 in der Lunge durch glykLDL 
verstärkt werden. In Leber und Nieren konnten keine sichtbaren Veränderungen im 
Metabolismus des 18F-S100A12 zwischen beiden Ratten festgestellt werden.  
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Abbildung 3-38: 
18
F-S100A12-Verteilung in Ratten in Gegenwart von glykLDL. (A) Gezeigt 
sind PET-Summenbilder dargestellt als MIP über einem Zeitraum von 60 min p.i. ohne und mit 
Gabe von glykLDL. Le: Leber; Lu: Lunge; H: Herz; N: Niere. (B) Dargestellt sind die 
Radioaktivitätskonzentrationen in Bq/cm3 in ausgewählten ROIs einer repräsentativen PET-
Untersuchung ohne und mit Hemmung durch glykLDL. Die Radioaktivitätskonzentrationen des 
jeweiligen ROIs sind als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben. 
 
 
 
Abbildung 3-39: In vivo-Kinetik von 
18
F-S100A12 in Herz (A), Lunge (B), Leber (C) und 
Nieren (D) der Ratte ohne und mit Gabe von glykLDL. 
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Hemmung mit malBSA  
Wie in den Untersuchungen zur in vitro-Zellbindung gezeigt wurde (siehe 3.7.2), 
verringert sich die Zellassoziation des 18F-S100A12 in Gegenwart von Maleinanhydrid-
modifizierten BSA (malBSA), welches als universeller SR-Inhibitor bezeichnet wird, um 
bis zu 80%. Daher sollte nun untersucht werden, ob bzw. wie sich dieser Effekt in vivo 
auswirkt. Dabei sollte ein Augenmerk auf Geweben mit Scavenger-Rezeptor-Besatz 
(wie z.B. Leber und Milz) gelegt werden.  
Es konnte wie auch bei der Hemmung durch glykLDL gezeigt werden, dass die 
Verweildauer des 18F-S100A12 in der Blutzirkulation der Ratte erhöht wurde 
(Abbildungen 3-40 und 3-41). Dabei konnte im Vergleich zu den Kontrolltieren in 
Gegenwart von malBSA bis zu 30% mehr Radioaktivität im Blutpool des Herzens 
detektiert werden. In der Lunge konnte, ähnlich wie im Blutpool, eine höhere 
Akkumulation des 18F-S100A12 in Gegenwart von malBSA detektiert werden. In der 
Leber wurde ein umgekehrter Effekt beobachtet. In Gegenwart von malBSA wurde 
zeitweise eine bis zu 20% erniedrigte Radioaktivitätskonzentration im Lebergewebe 
ermittelt. Ähnliche Effekte konnten auch im Milzgewebe gemessen werden.  
Wie bereits durch die in vitro-Experimente dargelegt, beeinflusst malBSA im Vergleich 
zur Inhibierung durch sRAGE und glykLDL die Verteilung des 18F-S100A12 in vivo am 
stärksten. 
 
 
 
Abbildung 3-40: 
18
F-S100A12-Verteilung in Gegenwart von malBSA. (A) Gezeigt sind PET-
Summenbilder dargestellt als MIP über einem Zeitraum von 60 min p.i. mit und ohne Gabe von 
malBSA. Le: Leber; Lu: Lunge; H: Herz; N: Niere; B: Blase. (B) Dargestellt sind die 
Radioaktivitätskonzentrationen in Bq/cm3 in ausgewählten ROIs einer repräsentativen PET-
Untersuchung ohne und mit Hemmung durch malBSA. Die Radioaktivitätskonzentrationen des 
jeweiligen ROIs sind als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben. 
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Abbildung 3-41: In vivo-Kinetik in Herz (A), Lunge (B), Leber (C) und Nieren (D) der Ratte 
von 
18
F-S100A12 ohne und mit Gabe von malBSA. 
 
Untersuchungen zur Bioverteilung 
Neben den PET-Untersuchungen wurden Untersuchungen zur Bioverteilung des 
18F-S100A12 in Ratten in Gegenwart von malBSA durchgeführt. Dazu wurde je vier 
Tieren kurz vor der Injektion des 18F-S100A12 3 mg malBSA in PBS bzw. nur PBS 
(= Kontrollgruppe) injiziert. Anschließend wurde wie in Kapitel 2.6.8 beschrieben weiter 
verfahren. Dieses Experiment wurde zweimal wiederholt. In Abbildung 3-42 ist ein das 
Ergebnis eines repräsentativen Experimentes gezeigt.  
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Abbildung 3-42: Bioverteilung von 
18
F-S100A12 in Ratten mit und ohne Gabe von 
malBSA. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung als % ID/g Gewebe von 
ausgewählten Organen 5 min und 60 min p.i. Gezeigt sind Ergebnisse (n = 2) eines 
repräsentativen Experiments von zwei unabhängigen Untersuchungen.  
 
Die Bioverteilungsexperimente bestätigen die Ergebnisse der Untersuchungen mittels 
PET. Es konnten auch in diesen Versuchen in Gegenwart von malBSA höhere 
Radioaktivitätskonzentrationen im Blut und in den Lungen detektiert werden. Demnach 
konnte im Vergleich zu den Kontrolltieren in Gegenwart von malBSA nach 60 min das 
Vierfache der %ID/g im Blut gemessen werden. Ebenso konnte in der Leber bereits 5 
min p.i. ein deutlicher Hemmeffekt durch malBSA gemessen werden. 5 min p.i. wurde 
in Abwesenheit des Hemmstoffes die Sechsfache %ID/g in der Leber detektiert. 
Interessanterweise konnte nun auch ähnlich zur Leber in Gegenwart von malBSA eine 
deutliche Verringerung der Akkumulation der Radioaktivität in der Milz ermittelt werden. 
Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte in Anwesenheit von malBSA nach 5 min nur 
40% bzw. nach 60 min ca. 50% ID/g in der Milz detektiert werden. Das 
Verteilungsmuster des 18F-S100A12 in Herz und Lungen spiegelt die Verteilung im Blut 
wieder.  
Die Untersuchungen zur Bioverteilung des 18F-S100A12 in Gegenwart von malBSA 
untermauern die Ergebnisse aus den PET-Messungen und zeigen z. T. stärkere 
Inhibierungseffekte, wie z. B. in Leber und Milz.  
 
95 
4 Diskussion 
 
Das Verständnis der S100-Protein-assoziierten physiologischen und 
pathophysiologischen Funktionen ist entscheidend von der Identifizierung ihrer 
Zielproteine abhängig. Die Interaktion von S100-Proteinen mit dem Rezeptor für 
advanced glycation endproducts (RAGE) ist bei der Pathogenese von diabetetischen 
Spätkomplikationen, inflammatorischen und neurodegenerativen Erkrankungen sowie 
bei der Tumorigenese beteiligt. Untersuchungen zum metabolischen Schicksal von 
extrazellulär zirkulierenden S100-Proteinen mittels Positronen-Emissions-Tomographie 
in vivo stellen dabei einen vielversprechenden Forschungsansatz für die Analyse von 
S100-Protein-vermittelten Erkrankungen dar.  
4.1 S100-Proteine als Radioliganden für die molekulare 
Bildgebung 
Für eine funktionelle Bildgebung des RAGE wurden in der vorliegenden Arbeit die 
S100-Proteine S100A1, S100B und S100A12 ausgewählt. Nachfolgend soll kurz auf 
diese drei Vertreter der S100-Protein-Familie eingegangen werden. 
S100A1 zählt neben S100B zu einem der am längsten bekannten und am besten 
charakterisierten S100-Proteine [13]. Es weist eine gewebespezifische Verteilung in 
der quergestreiften Muskulatur auf, wobei höhere Proteinspiegel in Kardiomyozyten, 
gefolgt vom Skelettmuskel, nachgewiesen wurden [33]. S100A1 kann kalziumabhängig 
und kalziumunabhängig mit seinen Zielproteinen interagieren [150, 151] und wirkt 
damit u. a. als Regulator der Herzfunktion [152-154]. Es konnte gezeigt werden, dass 
S100A1 im Zusammenspiel mit HMGB-1, einem weiteren RAGE-Liganden, trophische 
Effekte bei RAGE-tragenden Neuronen bewirkt [9]. Weiterhin konnte nachgewiesen 
werden, dass S100A1-Proteine während ischämischen Myokardschädigungen in 
beträchtlichen Mengen in den extrazellulären Raum freigesetzt werden [56]. Eine in 
vitro-Bindung des S100A1 an RAGE konnte ebenfalls nachgewiesen werden [151].  
S100B zeigt eine hohe Verteilung im Gehirn und wird besonders von Astrozyten [35, 
36], Oligodendrozyten [38] und Schwannschen Zellen [37] synthetisiert und in den 
extrazellulären Raum sezerniert. Hohe Spiegel an S100B wurden im Zusammenhang 
mit traumatischen, ischämischen und inflammatorischen Hirnschäden sowie 
neurodegenerativen und psychischen Erkrankungen festgestellt [155]. Eine S100B-
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Interaktion mit RAGE konnte an einer Vielzahl von Zelltypen, wie Neuronen [9, 156], 
Astrozyten [112], THP-1-Monozyten [113] und Endothelzellen [157, 158] nachgewiesen 
werden.  
S100A12 ist das erste S100-Protein, das als Ligand für RAGE identifiziert wurde [8]. In 
den letzten Jahren wurde dem S100A12-Protein eine Rolle als Entzündungsmarker 
zugesprochen. So korreliert die S100A12-Präsenz mit inflammatorischen 
Erkrankungen, wie Morbus Crohn, Cystischer Fibrose, Atherosklerose, Rheumatoider 
Arthritis, Psoriasis und der Kawasaki-Erkrankung [6, 59-62, 159, 160]. 
Die S100-Proteine S100A1, S100B und S100A12 zeichnen sich alle als RAGE-
Liganden aus und erfüllen damit die erste Voraussetzung für eine in vivo-
Charakterisierung von RAGE. Sie weisen eine unterschiedliche gewebe- bzw. 
zellspezifische Verteilung auf und ihre Präsenz ist mit unterschiedlichen 
pathophysiologischen Situationen assoziiert. Der Einsatz verschiedener 18F-S100-
Proteine in PET-Untersuchungen birgt somit das Potential die RAGE-Interaktionen in 
den jeweiligen S100-Protein-bezogenen, pathophysiologischen Situationen zu 
charakterisieren. 
4.1.1 Klonierung, Produktion und Reinigung von rekombinanten S100-
Proteinen 
Für die Herstellung rekombinanter Proteine stehen pro- und eukaryotische 
Expressionssysteme zur Verfügung. Die Verwendung von E. coli hat den Vorteil, dass 
dieses System durch die kurze Generationszeit und einfache technische Handhabung 
eine kostengünstige Herstellung des gewünschten Proteins in großen Mengen 
ermöglicht. Nachteil prokaryotischer Expressionssysteme sind die fehlenden 
posttranslationalen Modifikationen wie z. B. die Abspaltung von Signalsequenzen 
sowie Glykosilierungen oder Phosphorylierungen. Nach dem gegenwärtigen Stand der 
Forschung sind jedoch keine posttranslationalen Modifikationen für S100A1, S100A12 
und S100B bekannt. So konnten bereits verschiedene, biologisch funktionstüchtige 
Mitglieder der S100-Protein-Familie in Prokaryoten exprimiert und synthetisiert werden 
[9, 10, 22, 79, 160-165].  
Für die Produktion des S100A1, S100A12 und S100B wurde ein prokaryotisches 
Expressionssystem gewählt. Die Expression der S100-Gene erfolgte mit Hilfe des 
prokaryotischen Expressionsvektors pGEX-6P-1, welcher das GST (Glutathion-S-
Transferase) -Fusionsgen exprimiert. Die Expression des GST-S100-Fusiongens steht 
unter der Kontrolle des tac-Promotors, der durch das Laktose-Analogon IPTG 
induzierbar ist. Der pGEX-6P-1 zeichnet sich zusätzlich durch eine hohe Kopienanzahl 
(high copy plasmid) und damit durch eine hohe Syntheserate des Zielproteins in E. coli 
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aus. Es wurden E. coli des Stammes BL21 (DE3) verwendet, der für die 
proteasecodierenden Gene OmpT und Lon defizient ist. Dadurch wird die 
proteolytische Degradation der rekombinanten Proteine durch die Wirtszelle selbst 
vermindert.  
Die Syntheserate und -effizienz der GST-S100-Fusionsproteine wurde hinsichtlich der 
Konzentration des Induktors (IPTG) sowie der Induktionszeit optimiert. Dabei wurde 
besonders auf den Erhalt der biologischen Funktionalität der S100-Proteine geachtet. 
Das Phänomen der so genannten Einschlußkörperchen (inclusion bodies) [166] findet 
man häufig bei einer Produktion eukaryotischer Proteine in effektiven 
Expressionssystemen, wie E. coli. Diesem wurde durch Absenkung der 
Kultivierungstemperatur und der IPTG-Konzentration entgegengewirkt.  
Alle GST-S100-Fusionsproteine lagen in einer wasserlöslichen Form vor und konnten 
so unkompliziert mittels Affinitäts-Chromatographie unter Verwendung der GSH-
Sepharose 4B gereinigt werden. Die Reinigung beruht dabei auf der reversiblen 
Bindung der GST an immobilisiertem Glutathion. Die proteolytische Abspaltung des 
26 kDa großen GST-Restes wird durch eine spezifische Erkennungssequenz im S100-
Fusionsprotein unter Verwendung der PreScission-Protease ermöglicht. Laut 
Herstellerangaben bleibt der GST-Rest sowie die PreScission-Protease selbst während 
und nach der Proteolyse an der Matrix gebunden, so dass nur das Zielprotein eluiert 
wird. Dies konnte bei den hier durchgeführten Reinigungen nicht beobachtet werden. 
So wurden in der Elutionsfraktion neben dem S100-Protein sowohl unspezifische 
Spaltprodukte (massenspektrometrisch nachgewiesen; Ergebnisse hier nicht gezeigt), 
als auch Reste der GST und des Fusionsproteins detektiert. Aufgrund dieser 
Kontaminationen wurde eine zweite Reinigung mittels Anionenaustausch-
Chromatographie angeschlossen und so optimiert, dass die S100-Proteine in einer 
Reinheit von > 95% eluiert werden konnten. Mit nachfolgenden MALDI-TOF-
Messungen konnten alle drei S100-Proteine bei ihren kalkulierten Massen detektiert 
und identifiziert werden.  
Für alle drei S100-Proteine wurde eine erfolgreiche Reinigungsstrategie in nativer 
Form etabliert, die es ermöglichte, S100-Proteine in guten Ausbeuten und Reinheiten 
aus E. coli-Zelllysaten zu gewinnen. 
 
 
Diskussion 
    
98 
4.2 Nachweis der S100-Protein-vermittelten Sekretion von 
proinflammatorischen Zytokinen durch THP-1-Makro-
phagen und HAEC 
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten S100-Proteine bewirkten eine erhöhte 
Sekretion proinflammatorischer Zytokine durch RAGE-tragende HAEC und THP-1-
Makrophagen. So sezernierten S100A12 und S100B-behandelte THP-1-Makrophagen 
vermehrt IL-8 und TNFα. HAEC sezernierten in Gegenwart von S100A1, S100B und 
S100A12 signifikant höhere Mengen an IL-8 und IL-6. Diese S100-Protein-vermittelte 
Produktion von Zytokinen kann durch eine Vielzahl von Rezeptoren ausgelöst werden. 
Einer dieser Rezeptoren ist RAGE, der durch die Interaktion mit seinen Liganden 
multiple Signalkaskaden auslöst, an deren Ende oft die Aktivierung 
proinflammatorischer Zytokine steht. So konnte von Hoffmann und Kollegen eine 
RAGE-abhängige Produktion von TNFα und IL-1β nachgewiesen werden. Diese war 
bei den RAGE-tragenden BV-2-Makrophagen gegenüber der RAGE-deletierten 
Mutante signifikant erhöht [8]. Eine erhöhte TNFα-Sekretion in RAGE-tragenden, 
mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) durch Behandlung mit S100B 
konnte von Valencia und Kollegen gezeigt werden [157]. Dass die S100A12-bedingte 
Zytokinausschüttung ebenfalls durch RAGE-unabhängige Signalwege vermittelt 
werden kann, wurde durch Untersuchungen an RAGE-negativen Mast-Zellen 
dargelegt. In diesen Zellen konnten weder RAGE-mRNA-Transkripte noch RAGE-
Protein detektiert werden. Sie sezernieren jedoch unter Behandlung mit S100A12 
vermehrt IL-8, IL-6, TNFα und IFNγ [117].  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde keine von TNFα-Sekretion durch HAEC bzw. keine 
von IL-6-Sekretion durch TPA-behandelte THP-1-Zellen gemessen. Dem liegen wenige 
Befunde in der Literatur vor, allerdings konnte eine Sekretion von IL-6 durch LPS-
aktivierte THP-1-Zellen nachgewiesen werden [167]. 
Die in dieser Arbeit gezeigte S100-Protein-abhängige Sekretion von Zytokinen zeigt 
zum einen den Erhalt der nativen, biologischen Funktionalität der rekombinanten, 
gereinigten S100-Proteine und zum anderen deren proinflammatorisches Potential, 
speziell im Fall von S100B und S100A12. Ob diese Zellaktivierung ganz oder teilweise 
durch RAGE ausgelöst wird, bleibt jedoch ungeklärt. 
Die RAGE-Expression unterliegt einer NF-κB-abhängigen positiven Rückkopplung [89]. 
So kann RAGE durch die Interaktion mit AGE-BSA seine eigene Genexpression und 
Proteinsynthese steigern [107]. Die mit S100-Proteinen und glykierten LDL (glykLDL) 
behandelten und unbehandelten THP-1-Makrophagen und HAEC wurden 
immunchemisch auf ihre RAGE-Synthese hin untersucht. Bei den hier durchgeführten 
Zellstimulationen konnte keine Zunahme der RAGE-Proteinbiosynthese festgestellt 
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werden. Dies kann mit verschiedenen Faktoren, wie der Dauer der Stimulation oder der 
Menge der eingesetzten S100- bzw. glykLDL-Konzentrationen sowie dem 
Modifizierungsgrad der glykLDL zusammenhängen.  
Die Inkubation von Proteinen mit Glukose führt zur Modifikation von basischen Lysin- 
oder Arginin-Resten und damit zu einer elektronegativeren Gesamtladung des 
Proteins. So behandelten Tanaka und Kollegen BSA mit 500 mM Glukose für 
insgesamt 6 Wochen [107]. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten glykLDL wurden 
mit 200 mM Glukose für 144 h behandelt. Die resultierenden Modifikationen erreichen 
Konzentrationen, die den unter physiologischen Bedingungen modifizierten LDL bei 
Diabetikern entsprechen. Bei den glukoseinduzierten Modifikationen der hergestellten 
glykLDL handelt es sich um glykative Veränderungen des ApoB-100, wie die Bildung 
von Nε-Carboxymethyl-Lysin (CML) und oxidative Veränderungen, wie die Bildung des 
α-Aminoadipyl-semialdehyde [168, 169].  
 
Die Untersuchungen zur RAGE-Proteinbiosynthese in Gegenwart von S100-Proteinen 
wurden erstmalig im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt. Zum gegenwärtigen Zeitpunkt 
sind diesbezüglich keine vergleichbaren Untersuchungen publiziert. 
 
4.3 Radioaktive Markierung von S100-Proteinen mit [18F]SFB 
Die Wahl der prosthetischen Gruppe bei einer Radiomarkierung ist, wie eingangs 
erläutert, abhängig von verschiedenen Aspekten, wie dem Vorhandensein von 
reaktiven Gruppen des Proteins, den Reaktionsbedingungen, der Reaktionszeit, der 
nachfolgenden Reinigung, den Markierungsausbeuten und v. a. dem Erhalt der 
biologischen Funktionalität des zu markierenden Proteins. Die Markierung von 
rekombinanten, gereinigten S100-Proteinen erfolgte über die Reaktion mit dem 
Aktivester N-Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoesäure ([18F]SFB). In der Literatur wurden 
viele Proteine, Peptide und Biomakromoleküle erfolgreich durch die Konjugation mit 
[18F]SFB 18F-fluorbenzoyliert [130-135].  
Die hier durchgeführte [18F]SFB-Markierung von S100-Proteinen hat den Vorteil der 
milden Reaktionsbedingungen, kurzen Reaktionszeiten und des relativ kleinen 
[18F]Fluorbenzoylrestes am Protein, welcher dessen biologische Aktivität nur sehr 
gering beeinträchtigt. In Bezug auf seine sterischen Eigenschaften kann ein 
[18F]Fluorbenzoylrest am S100-Protein mit einer zusätzlichen aromatischen 
Aminosäure, wie Tyrosin- oder Phenylalaningruppe verglichen werden. Ein weiterer 
Vorteil der [18F]SFB-Markierung war der technische Aspekt, d. h. die gute Verfügbarkeit 
und Qualität des [18F]SFB durch eine etablierte, vollautomatisierte Modulsynthese 
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[129]. Nachteilig bei den hier durchgeführten 18F-Fluorbenzoylierungen an S100-
Proteinen waren die minimalen Markierungsausbeuten von ca. 3-10% und die damit 
verbundene, geringe effektive spezifische Aktivität von 1 GBq/µmol S100-Protein. So 
enthält das radioaktive Präparat immer einen Teil des unmarkierten S100-Proteins, 
welches seinerseits ebenfalls an Zielstrukturen binden kann. Dies wirkt sich negativ auf 
die Empfindlichkeit von Bindungsassays aus. Die radiochemischen 
Markierungsausbeuten können durch eine Erhöhung des pH-Wertes auf 9-10 
verbessert werden, da dann alle Lysinseitenketten deprotoniert vorlägen und für eine 
18F-Fluorbenzoylierung zur Verfügung stehen. Die in dieser Arbeit verwendeten 
S100-Proteine besitzen 8-10 Lysinreste pro S100-Monomer. Da S100-Proteine unter 
physiologischen Bedingungen dimerisieren [3, 4, 19] und oft erst dann an 
Zielstrukturen binden können [20], ist es wichtig die Dimerisierung trotz der 
veränderten Struktur des radiomarkierten S100-Proteins (18F-S100) zu gewährleisten. 
Der Schwerpunkt bei der Radiomarkierung lag deshalb in der Erhaltung der 
biologischen Funktionalität der S100-Proteine. Die geringen Markierungsausbeuten 
wurden in Kauf genommen. 
Die Erhöhung der S100-Proteinmenge von 100 auf 400 µg erzielte nur eine ca. doppelt 
so hohe Markierungsausbeute. Dies weist darauf hin, dass die Aminogruppen einiger 
S100-Proteine, möglicherweise aufgrund der Bildung von Dimeren, für die 18F-
Fluorbenzoylierung unzugänglich sind. Somit spielen sterische Hinderungen im Protein 
eine große Rolle bei der Markierung von Aminogruppen mit [18F]SFB.  
Die Reinigung der 18F-S100-Proteine erfolgte durch Größenausschlußchromatographie 
halb-automatisiert mittels dem FPLC-System Äkta-Prime unter Verwendung einer 
HiTrap-Desalting-Säule. Die 18F-S100-Proteine konnten durch diese Reinigung 
unkompliziert, schnell (Dauer: ca. 15 min) und mit einer Reinheit von > 95% von den 
radioaktiven Nebenprodukten sowie ungekoppeltem [18F]SFB abgetrennt werden. 
Insgesamt kann festgestellt werden, dass sich die 18F-Fluorbenzoylierung mit [18F]SFB 
als milde und einfache Radiomarkierung von S100-Proteinen eignet. Die 
radiochemische Optimierung in Bezug auf die Ausbeute und die effektive spezifische 
Aktivität sowie die Automatisierung (Modul-Markierung) der Radiomarkierung von 
S100-Proteinen lagen nicht im Focus der vorliegenden Arbeit.  
Voraussetzung für nachfolgende biologische Untersuchungen mit 18F-S100-Proteinen 
ist deren radiochemische Stabilität. Die in vitro-Stabilitätsuntersuchungen mittels 
Radio-SDS-PAGE sowie Radio-DC lieferten keine Anzeichen einer Defluorierung bzw. 
Aggregation oder Fragmentierung der 18F-S100-Proteine im physiologischen Puffer 
und Plasma. Die in vivo-Stabilitäten lagen nach 60 min im Fall von 18F-S100A1 bzw. 
18F-S100A12 bei > 93%. Eine mögliche Abspaltung des [18F]Fluorbenzoylrestes vom 
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Protein konnte nicht nachgewiesen werden. Die in vivo-Stabilität des S100B konnte 
nach 60 min bei ca. 73% detektiert werden. Die verringerte Stabilität des 18F-S100B 
kann ein Hinweis auf die höhere Anfälligkeit des 18F-S100B durch proteolytische 
Spaltungen sein. 
4.4 In vitro-Bindung von S100-Proteinen 
4.4.1 In vitro-sRAGE-Bindung von 18F-S100-Proteinen 
Der sRAGE, die synthetische Version des natürlich vorkommenden esRAGE, besitzt 
weder eine Transmembrandomäne, noch eine zytosolische Domäne. Er eignet sich 
daher als experimentelles Werkzeug für in vitro-Bindungsstudien sowie für in vitro- und 
in vivo-Inhibierungs-Experimente von RAGE. 
Wie aus der Literatur bekannt, befinden sich zwei N-Glykosilierungsstellen an der V-
Domäne des RAGE bzw. esRAGE [64, 76, 82, 170]. Es konnte nachgewiesen werden, 
dass N-Glykosilierungen essentiell für die RAGE-Bindung des S100A8/A9-
Heterodimers sind [110]. Eine Expression des sRAGE-Gens in Eukaryoten 
gewährleistet diese posttranslationalen Modifikationen am synthetisierten sRAGE. Die 
Genexpression und Produktion des humanen sRAGE erfolgte im Rahmen dieser Arbeit 
in einem eukaryotischen Expressionssystem unter Verwendung des pSecTag2B-
Plasmids, wodurch His-tag-Fusions-Gene konstitutiv exprimiert werden und His-tag-
Fusions-Proteine in den Zellkultur-Überstand sezerniert werden. Als Wirtszelle wurden 
Nierenzellen der Grünen Meerkatze (COS-7) verwendet. Die Reinigung des sRAGE 
aus dem Zellkulturüberstand gelang unkompliziert mittels Affinitätschromatographie 
unter Verwendung der Nickel Sepharose™ 6 Fast Flow. Dieses häufig angewandte 
Chromatographieverfahren beruht auf der Interaktion von immobilisierten Nickelionen 
(Ni2+) mit den Imidazolringen der Histidine des Proteins. So konnten ausreichende 
Mengen an gereinigtem sRAGE hergestellt werden. Dass der sRAGE glykosiliert 
vorlag, zeigte sich durch die breite Bande im SDS-Gel und durch den verbreiterten 
Peak im Maldi-TOF-Massenspektrum.  
 
In einigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass auch nicht-glykosilierter sRAGE zur 
Bindung an CML [76], AGE-BSA [171, 172] und S100-Proteinen [10, 22, 79] befähigt 
ist.  
Die Komplexität der RAGE-Interaktion mit seinen Liganden wurde von mehreren 
Arbeitsguppen beschrieben. So konnten Xie und Kollegen an verschiedenen aus 
E. coli isolierten und gereinigten His-tag-sRAGE-Proteinkonstrukten zeigen, dass 
S100A12 an ein Tandem der C1C2-Domäne bindet, nicht aber an die V-Domäne oder 
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C2-Domäne allein [22]. Datillo und Kollegen wiesen nach, dass S100B an die VC1-
Domäne bindet [78]. Leclerc und Kollegen zeigten, dass die S100A6-Bindung über die 
C1- und C2-Domäne vermittelt wird [79]. Diese Untersuchungen unterstützen die 
Bedeutung der C1-Domäne bei der Ligandenbindung und könnten eine Erklärung für 
die Liganden-Bindung nicht-glykosilierter RAGE-Formen liefern. In Abbildung 4-1 ist 
eine Übersicht über die Domänen-spezifische RAGE-Bindung von ausgewählten 
Liganden dargestellt. 
 
 
Abbildung 4-1: RAGE-Bindung von S100-Proteinen und anderen RAGE-Liganden 
modifiziert nach Leclerc und Kollegen [151]. RAGE interagiert mit seinen extrazellulären 
Domänen wie angezeigt. Für die mit dem Stern (*) markierten S100-Proteine ist die für die 
RAGE-Bindung verantwortliche Domäne noch nicht bekannt. 
 
Die in vitro-Bindung der 18F-S100-Proteine an sRAGE konnte in dieser Arbeit 
erfolgreich nachgewiesen werden. Dabei ist festzustellen, dass sich der eigens 
entwickelte sRAGE-Bindungsassay an Maxisorp-Platten als qualifiziert für das 
Sreening von radiomarkierten RAGE-Liganden erwies. Mit diesem Verfahren konnten 
neben den 18F-S100-Proteinen ebenfalls eine Bindung 18F-markierter glykLDL an 
sRAGE nachgewiesen werden [142]. Die 18F-S100A12-Bindung an auf eine 
Nitrozellulose-Membran transferierten sRAGE konnte ebenfalls dargelegt werden. 
Dieses Verfahren erwies sich im Vergleich zum sRAGE-Bindungsassay jedoch als 
ungeeignet für den quantitativen Bindungsnachweis der 18F-S100-Proteine. Die 
erhaltenen Radioluminogramme lieferten hohe Hintergrundsignale. Diesem kann 
möglicherweise mit höheren Konzentrationen der 18F-S100-Proteine sowie mit 
längeren Inkubations- und Waschzeiten entgegengewirkt werden.  
Die 18F-S100-Bindung an sRAGE lieferte eine für den weiteren Fortgang der Arbeit 
wichtige Aussage. Es konnte nachgewiesen werden, dass die aus E. coli gereinigten 
18F-markierten S100-Proteine trotz des zusätzlichen [18F]Fluorbenzoylrestes am 
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N-Terminus bzw. eventueller 18F-Fluorbenzoylierungen an Lysinseitenketten des 
Proteins eine Bindung zu RAGE eingehen können. Es kann somit davon ausgegangen 
werden, dass die hier verwendeteten 18F-S100-Proteine uneingeschränkt in ihrer 
biologischen Funktionalität sind. 
4.4.2 In vitro-Zellbindung von 18F-S100-Proteinen 
RAGE-Bindung an THP-1-Makrophagen und HAEC 
Neben den sRAGE-Bindungs-Untersuchungen wurde ebenfalls die Zellbindung an 
konfluenten Endothelzellen (HAEC) und an zu Makrophagen differenzierten THP-1-
Zellen (THP-1-Makrophagen) analysiert. Beide Zelltypen spielen auch bei 
inflammatorischen Prozessen eine große Rolle und sind als Modell für die vorliegenden 
Untersuchungen besonders geeignet. Es wurden zu Beginn der Experimente die 
Genexpression, Proteinbiosynthese und Verteilung von RAGE untersucht. In beiden 
Zelllinien konnte RAGE-mRNA nachgewiesen werden, wobei diese zwischen den 
beiden Zelllinien quantitativ keinen Unterschied aufwies. Auf Proteinebene konnte 
RAGE in beiden Zelllinien detektiert werden. Die RAGE-Proteinbande von THP-1-
Makrophagen erschien im Vergleich zu HAEC deutlich stärker. RAGE wurde bereits an 
verschiedenen Endothelzelllinien (HMVEC und ECV304) [107] und THP-1-Monozyten 
bzw. Phorbolester-differenzierten THP-1-Makrophagen [87] detektiert. Raucci und 
Kollegen konnten ein quantitatives Verteilungsmuster der verschiedenen mRNA-
RAGE-Formen in THP-1-Monozyten und -Makrophagen darlegen. Dabei wurden vier 
verschiedene mRNA-Transkripte (flRAGE, ntRAGE, esRAGE und RAGE ohne N- und 
C-Terminus) identifiziert, wobei ca. 90% der mRNA-Transkripte dem flRAGE 
zugeordnet werden konnten [87]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 
Lokalisationsuntersuchungen des RAGE an beiden Zelllinien mit Hilfe einer 
subzellulären Proteom-Fraktionierung und anschließender Immundetektion unter 
Verwendung eines gegen den N-Terminus gerichteten anti-RAGE-Antikörpers 
durchgeführt. Dabei konnte flRAGE in der Membranfraktion sowie geringe Mengen an 
esRAGE in der Zytosolfraktion detektiert werden. Aus diesen Ergebnissen lässt sich 
ableiten, dass THP-1-Makrophagen und HAEC geeignete Zellmodelle zur 
Untersuchung der 18F-S100-Bindung darstellen, da sie sowohl den membranständigen 
flRAGE auf ihrer Zelloberfläche synthetisieren, als auch einen in vivo-Bezug 
(Inflammation) darlegen. 
Bei den hier durchgeführten Zellbindungs-Experimenten wurden sRAGE und glykierte 
LDL (glykLDL) als RAGE-Inhibitoren eingesetzt. Die Bindung der 18F-S100-Proteine 
konnte an beiden Zelllinien in Gegenwart von sRAGE sowie glykLDL, als RAGE-Ligand 
[142], inhibiert werden. Diese Hemmungen waren im Fall der THP-1-Makrophagen 
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signifikant und im Fall der HAEC mit Ausnahme des 18F-S100B signifikant. Dabei ist 
das Prinzip der beiden Inhibitoren ein Unterschiedliches: GlykLDL binden als RAGE-
Ligand an den membranständigen flRAGE und inhibieren damit die Bindung der 18F-
S100-Proteine an flRAGE. sRAGE hingegen wirkt in diesem Fall als „Liganden-
Einfang-Rezeptor“, indem er 18F-S100-Proteine bindet und somit um deren Interaktion 
mit dem flRAGE konkurriert. Beachtet werden muss jedoch, dass sRAGE seinerseits 
bzw. der Komplex aus sRAGE-18F-S100 ebenfalls mit Zielstrukturen der Zelle 
interagieren kann, was somit das Ausmaß der Hemmwirkung beeinflusst. Des 
Weiteren können modifizierte LDL (oxidierte, acetylierte und glykierte LDL) bzw. AGE-
modifizierte Proteine mit einer Reihe von Scavenger-Rezeptoren interagieren [173, 
174]. Hodgkinson und Kollegen stellten fest, dass Glukose-behandelte LDL neben 
RAGE mit CD36 und dem Toll-Like Rezeptor 4 interagieren können, währenddessen 
unmodifizierte LDL keine Bindung zu diesen Rezeptoren eingingen [175]. 
Im Vergleich zu den durchgeführten Bindungsstudien mit 125I-S100A12, gezeigt von 
Hofmann und Kollegen [8], konnten in den hier gezeigten Experimenten keine 
vollständigen Hemmungen in Gegenwart von unmarkierten S100-Proteinen, sRAGE 
und glykLDL erzielt werden. Dies kann einerseits mit dem Einsatz von meist geringen 
molaren Überschüssen der Hemmstoffe begründet werden. Andererseits liegen diese 
Ergebnisse in den geringen spezifischen Aktivitäten der 18F-S100-Proteine begründet.  
Die Zellbindungsuntersuchungen lassen dennoch die Aussage zu, dass 18F-S100-
Proteine in der Lage sind, auch im Zellmodell an RAGE zu binden.  
 
Scavenger-Rezeptor-Bindung an THP-1-Makrophagen und HAEC 
Wie aus der Literatur bekannt, sind Makrophagen und Endothelzellen Scavenger-
Rezeptor-tragende Zellen [176-179]. Da Scavenger-Rezeptoren und RAGE ein sich 
teilweise überschneidendes Spektrum an Liganden besitzen, soll im Folgenden näher 
auf diese Rezeptorfamilie eingegangen werden. Zur Familie der Scavenger-
Rezeptoren (SR) werden derzeit 11 unterschiedliche Multiligandrezeptoren gezählt, 
welche in die Klassen A, B, C, D, E und F eingeteilt werden können und eine 
Bindungsaffinität zu polyanionischen Liganden und chemisch modifizierten Proteinen 
besitzen. Scavenger-Rezeptoren interagieren sowohl mit AGEs, als auch mit 
azetylierten, oxidierten und glykierten LDL [173-175]. In Folge der stärker negativen 
Gesamtladung des LDL-Partikels durch die Modifikation mit Glukose wird die 
Interaktion mit Scavenger-Rezeptoren ermöglicht [145]. AGE-modifizierte Proteine 
können an Scavenger-Rezeptoren der Klasse A [180, 181] und der Klasse B (CD-36 
[175, 182], SR-B1[183]) binden und werden durch Endozytose in die Zellen 
aufgenommen und lysosomal degradiert. Es wurde zudem gezeigt, dass AGEs mit 
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Scavenger-Rezeptoren der Klasse E (LOX-1 [147, 184]) interagieren, jedoch nicht 
endozytotisch aufgenommen und degradiert werden. Makrophagen können neben 
oxidierten LDL auch Glykolaldehyd-modifizierte LDL über den SR-A [185] 
internalisieren. 
Eine Übersicht über die relevanten Rezeptoren für die Bindung von AGE-modifizierten 
Proteinen ist in Abbildung 4-2 gegeben. 
 
 
Abbildung 4-2: Scavenger-Rezeptoren und AGE-Rezeptoren modifiziert nach [173, 174]. 
 
Neben den AGEs können auch einzelne Vertreter der S100-Protein-Familie mit 
Scavenger-Rezeptoren interagieren. Das Heterodimer S100A8/A9 interagiert in einem 
Komplex mit Arachidonsäure mit CD-36 und erleichtert dadurch die Aufnahme von 
Fettsäuren in Endothelzellen (HUVEC) [186]. Weiterhin steigert S100A8 die 
Proteinbiosynthese von Scavenger-Rezeptoren und Mac-1 in murinen, peritonealen 
Makrophagen [187]. 
Ein wichtiges Merkmal von Scavenger-Rezeptoren ist die Internalisierung der 
gebundenen Liganden. Im Gegensatz dazu internalisiert RAGE die gebundenen 
Liganden nicht [173]. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass AGE-BSA von 
RAGE-überexprimierenden Neuroblastom-Zellen internalisiert werden kann, und dass 
eine Blockade dieser Internalisierung zu einer verminderten Phosphorylierung des 
ERK1/2 führt [188].  
 
Zur Differenzierung der 18F-S100-Bindung an THP-1-Makrophagen und HAEC wurden 
Maleinanhydrid-modifiziertes BSA (malBSA), Polyinosinsäure und Fucoidan als 
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Scavenger-Rezeptor-Liganden eingesetzt. MalBSA interagiert mit einer Reihe von 
Scavenger-Rezeptoren [145, 146] außer LOX-1 [148]. Im Gegensatz dazu richten sich 
die polyanionischen Verbindungen Fucoidan, ein sulfatiertes Polysaccharid, und 
Polyinosinsäure, ein Polynukleotid, spezifisch gegen Scavenger-Rezeptoren der 
Klasse A [146, 189] und LOX-1 [147, 148].  
Die 18F-S100-Zellassoziation konnte durch Anwesenheit von malBSA inhibiert werden. 
Polyinosinsäure und Fucoidan als Inhibitoren der Scavenger-Rezeptoren der Klasse A 
hemmen die Zell-Interaktion des 18F-S100A1, 18F-S100B und nur zum Teil die des 
18F-S100A12. Diese Ergebnisse zeigen, dass S100-Proteine neben RAGE auch mit 
Scavenger-Rezeptoren interagieren können.  
Die Untersuchungen zur Genexpression und Proteinbiosynthese der Scavenger-
Rezeptoren in THP-1-Makrophagen und HAEC sollten weitere Hinweise auf das 
Interaktionsmuster der S100-Proteine geben. So konnten im Vergleich zu HAEC 
signifikant höhere mRNA-Transkriptmengen des SR-A in THP-1-Makrophagen 
detektiert werden. Auf Proteinebene wurde in THP-1-Zellen sehr viel SR-A-Protein 
detektiert. In HAEC konnte dagegen kein SR-A-Protein nachgewiesen werden. Ein 
weiterer möglicher Interaktionspartner der SR-Familie ist CD-36. Als Mitglied der 
Scavenger-Rezeptor-Klasse B konnten höhere Proteinkonzentrationen in THP-1-
Makrophagen nachgewiesen werden als in HAEC. Ebenso verhält es sich mit LOX-1. 
SRB-1 dagegen wird in HAEC stärker synthetisiert.  
Die inhibitorische Wirkung von Polyinosinsäure und Fucoidan auf die 18F-S100-
Bindung an SR-A-positiven THP-1-Makrophagen, unterstützt die Hypothese einer SR-
A-vermittelte 18F-S100-Interaktion. Diese steht jedoch im Widerspruch zu der ebenfalls 
inhibitorischen Wirkung auf die 18F-S100-Bindung an SR-A-negativen HAEC. Da 
Fucoidan und Polyinosinsäure auch LOX-1-Inhibitoren sind, könnte im Fall von HAEC 
die inhibitorische Wirkung durch die Interaktion der 18F-S100-Proteine mit LOX-1 
begründet sein. Da in den hier durchgeführten Untersuchungen zur Zellbindung keine 
speziellen Hemmstoffe gegen SR-B1 und CD-36 eingesetzt wurden, konnten keine 
weiteren Aussagen über eine Beteiligung dieser Rezeptoren bei der Zellinteraktion der 
S100-Proteine getroffen werden.  
 
Dass extrazelluläres S100A12 durch Makrophagen internalisiert werden kann, konnte 
im Rahmen dieser Arbeit mittels CLSM festgestellt werden. So wurden neben der 
vorrangigen Lokalisation an der Zellmembran auch Fluoreszenzsignale in den 
Schnittebenen zwischen apikaler und basaler Zellseite beobachtet, jedoch nicht in den 
Schnittebenen im Bereich der Zelloberfläche. Ob diese Internalisierung durch 
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Scavenger-Rezeptoren vermittelt wird, ist Gegenstand weiterführender 
Untersuchungen. 
Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass es deutlich Hinweise auf die Beteiligung 
von Scavenger-Rezeptoren bei der Interaktion mit S100-Proteinen gibt. Aufgrund der 
Überschneidungen im Liganden-Bindungsverhalten zwischen RAGE und Scavenger-
Rezeptoren gestaltet es sich zudem sehr schwierig, aus den ermittelten Ergebnissen 
eindeutige Aussagen zu treffen. 
 
Bindung an CHO-flRAGE-Zellen 
Zur Überprüfung der 18F-S100-Bindung an RAGE am Zellmodell wurden in diesem 
Zusammenhang RAGE-überexprimierende Zellen hergestellt. Dieser Schritt war 
notwendig, da aufgrund der teilweisen Universalität der eingesetzten Inhibitoren (z. B. 
glykLDL) gegen die einzelnen Rezeptoren noch einmal die Rolle von RAGE bei der 
Ligandeninteraktion überprüft werden sollte. Dafür wurde das Gen des humanen 
flRAGE in den pIRES2-AcGFP-Vektor kloniert und in CHO-Zellen exprimiert. Die 
Proteinbiosynthese des flRAGE wurde immunchemisch unter Verwendung des RAGE-
spezifischen Antikörpers nachgewiesen. Dabei konnte in den CHO-mock transfizierten 
Zellen eine sehr geringe Menge an RAGE-Protein nachgewiesen werden, im Vergleich 
zu den stabil transfizierten CHO-flRAGE-Zellen mit einer hohen RAGE-
Proteinbiosynthese. Beide Zellen wurden für Zell-Interaktionsexperimente mit 18F-
S100A12 eingesetzt. Die Hypothese, dass mehr 18F-S100A12 an die CHO-flRAGE-
Zellen bindet als an die CHO-mock-Zellen, konnte bestätigt werden. Die 18F-S100A12-
Bindung an den CHO-flRAGE-Zellen war signifikant höher als die an den CHO-mock-
Zellen. Die um „nur“ 20% erhöhte Bindung an den CHO-flRAGE-Zellen im Vergleich zu 
den CHO-mock-Zellen weist auf eine S100A12-Interaktion mit anderen Zielstrukturen 
an der Zelloberfläche hin. Robinson und Kollegen führten Zellbindungsversuche mit 
dem S100A8/A9 Heterodimer an CHO-flRAGE und CHO-CD36-Zellen durch [116]. Sie 
konnten keine Steigerung der S100A8/A9-Zellbindung an diesen Zellen gegenüber den 
mock-Zellen feststellen. Die Bindung des Heterodimers wurde indirekt mittels FACS-
Analyse unter Verwendung von Antikörpern gegen S100A8 und S100A9 ermittelt. 
Diese Daten bekräftigen einerseits die Hypothese von möglichen anderen 
Zielstrukturen, die bei der Bindung von S100-Proteinen eine Rolle spielen. 
Andererseits sollte hier noch einmal der Vorteil des im Rahmen dieser Arbeit 
verwendeteten radioaktiven Bindungsassays betont werden, der es erlaubt einen 
direkten, sensitiven Bindungs-Nachweis zu liefern. Möglicherweise können dadurch 
auch geringe Effekte detektiert werden, die unterhalb der Nachweisgrenze indirekter 
Verfahren lägen. 
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Bindung an zelluläre Glykokonjugate von THP-1-Makrophagen 
Auf der Suche nach weiteren Zielstrukturen, die bei der Interaktion von S100-Proteinen 
eine Rolle spielen können, wurden Zuckerreste zellulärer Glykokonjugate in Betracht 
gezogen. Die Anregung dafür gab eine Arbeit von Robinson und Kollegen [116], in der 
festgestellt wurde, dass das S100A8/A9 Heterodimer mit Heparansulfat-
Proteoglykanen auf der Zelloberfläche von Endothelzellen (HMEC-1-Zellen) interagiert.  
Bindungspartner von Glykoproteinen und Proteoglykanen der Glykokalix 
eukaryotischer Zellen sind Lektine. Lektine sind eine Gruppe von Proteinen bzw. 
Glykoproteinen nicht-immunogenen Ursprungs, die selektiv an Kohlenhydrate binden 
[190]. Sie sind in multiplen biochemischen Prozessen wie der Agglutination von Zellen, 
der Initiierung von Signaltransduktionskaskaden und dem Transport von intra- und 
extrazellulären Zuckerverbindungen involviert und können so in viele komplexe 
immunologische Prozesse eingreifen [191]. 
Bei den durchgeführten Untersuchungen zur Bindung an THP-1-Makrophagen wurden 
verschiedene pflanzliche Lektine aus der Familie der Leguminosen eingesetzt. Diese 
Leguminosenlektine bestehen aus zwei oder vier Untereinheiten und benötigen für die 
Interaktion mit dem Zucker Metallionen (Ca2+ und Mn2+) [192]. Das hier eingesetzte 
Sojabohnen-Agglutinin (SBA) (Glycine max) hat eine Affinität zu N-Acetyl-α-D-
Galaktosaminen und β-D-Galaktose. Das verwendete GS-IB4 aus der Goa-Bohne 
(Griffonia simplicifolia) bindet an α-D-Galaktosylreste. Concanavalin A (Con A) aus der 
Schwertbohne (Canavalia ensiformis) dagegen bindet spezifisch an α-D-Glukose- und 
α-D-Mannosereste [190].  
Des Weiteren wurden Dextran und Dextransulfat bei Untersuchung zur 18F-S100A12-
Bindung an THP-1-Makrophagen eingesetzt. Das Glykosaminoglykan (GAG) 
Dextransulfat ist ähnlich wie Fucoidan, ein saures Kohlenhydratpolymer, welches mit 
Scavenger-Rezeptoren der Klasse A interagieren kann [145, 193, 194]. Außerdem 
beeinflusst Dextransulfat oft Protein-GAG-Interaktionen, die abhängig von der 
Sulfatierung des GAG sind. Dextran, das unmodifizierte Pendant, bindet dagegen 
weder an Proteoglykane noch an SR-A. 
In der vorliegenden Arbeit konnte in Anwesenheit von Lektinen und Dextransulfat, nicht 
aber durch Dextran, eine signifikant inhibierende Wirkung auf die 18F-S100A12-
Bindung an THP-1-Makrophagen festgestellt werden. Des Weiteren konnten 
Kolokalisationen von S100A12 und den Lektinen SBA und GSI-B4 an THP-1-
Makrophagen mittels CLSM beobachtet werden. Da Lektine an Kohlenhydrate 
zellulärer Glykokonjugate binden und Dextransulfat die Interaktionen von Proteinen mit 
sulfatierten GAGs interferiert, wird möglicherweise die Interaktion des S100A12-
Proteins mit GAGs auf der Zelloberfläche gestört. So konnten Robinson und Kollegen 
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zeigen, dass die Bindung des S100A8-Proteins an Endothelzellen in Gegenwart von 
Dextransulfat inhibiert werden kann [116]. Dieser Befund wurde durch weitere Daten 
von Robinson und Kollegen bestätigt. Sie führten Zellbindungsversuche mit dem 
S100A8/A9 Heterodimer an GAG-negativen CHO-Zellen durch und stellten dabei keine 
S100A8/A9-Bindung an diesen Zellen gegenüber Wildtyp-CHO-Zellen sowie COS-7 
und Zellen myeloiden Ursprungs fest [116]. Da Dextransulfat auch mit SR-A und 
möglicherweise mit weiteren Multiligandrezeptoren, wie RAGE interagiert, kann eine 
Wirkung über diese Rezeptoren nicht vollständig ausgeschlossen werden.  
 
Die Untersuchungen zur Zellassoziation von S100-Proteinen bestätigen eine Bindung 
zu RAGE. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass RAGE nicht der alleinige 
Rezeptor von S100-Proteinen ist. So kann durch die inhibitorische Wirkung 
verschiedener Scavenger-Rezeptor-Liganden auf die 18F-S100-Zellinteraktion eine 
S100-Bindung zu Mitgliedern dieser Rezeptor-Klasse in Betracht gezogen werden. 
Ebenso wurde eine S100A12-Bindung an Glykokonjugat-Strukturen auf der 
Zelloberfläche von THP-1-Makrophagen festgestellt. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass S100A12-Proteine durch Makrophagen aufgenommen werden. 
4.5 In vivo-Untersuchungen mit 18F-S100-Proteinen 
Eine wichtige Voraussetzung für die in vivo-Untersuchung von 18F-S100-Proteinen ist 
die in vivo-Stabilität der Tracer. Wie schon bei den Untersuchungen zur in vitro-
Stabilität festgestellt wurde, konnte auch in vivo keine Spaltung des radioaktiven 
[18F]Fluorbenzoylrestes bei den 18F-S100-Proteinen nachgewiesen werden. 
Die Untersuchungen zur Bioverteilung sowie die dynamischen PET-Untersuchungen 
an Wistar-Ratten wurden mit 18F-S100A1, 18F-S100A12 und 18F-S100B durchgeführt 
und zeigten ähnliche Verteilungsmuster. So verweilten alle drei 18F-S100-Proteine über 
einen langen Zeitraum in der Blutzirkulation, interagierten v. a. mit dem Leber- und 
Lungengewebe und wurden von Leber und Nieren metabolisiert. Die Ausscheidung der 
18F-S100-Proteine bzw. der radioaktiven Metaboliten erfolgte zum großen Teil renal. 
Die in vivo-Untersuchungen mittels PET zeigten, dass es möglich ist den Metabolismus 
extrazellulär zirkulierender 18F-S100-Proteine bildgebend zu charakterisieren sowie 
deren Interaktion mit Zielstrukturen bzw. Geweben zu analysieren. 
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4.5.1 In vivo-Interaktion mit RAGE 
Bei den durchgeführten PET-Untersuchungen mit 18F-S100A1, 18F-S100A12 und 
18F-S100B konnte eine Retention der Tracer in der Lunge beobachtet werden.  
Die Lunge stellt die größte epitheliale Oberfläche im menschlichen Körper dar. Sie 
besitzt eine komplexe Gewebsarchitektur mit einer starken Kompartimentierung, die 
eine große Angriffsfläche für ständig eindringende Luftpartikel und Bakterien bildet. Die 
Oberfläche der Alvolearen ist beidseitig von Alveolarepithel bedeckt, welches aus den 
kleineren Alveolar-Zellen Typ I und den größeren Alveolar-Zellen Typ II besteht. Die 
Alveolarmakrophagen in den Alveolen und die Makrophagen, Mastzellen, Lymphozyten 
und Plasmazellen im Lungenbindegewebe spielen eine wichtige Rolle bei der 
zellulären Immunabwehr der Lunge [195, 196]. 
Brett und Kollegen ermittelten in gesunden humanen Geweben anhand von Northern 
blot-Analysen hohe mRNA-Transkriptmengen des RAGE im Lungengewebe und im 
Vergleich dazu niedrigere Niveaus in Herz, Gehirn, Leber, Pankreas, Skelettmuskulatur 
und Nieren [88]. Die Rolle von RAGE in der Lunge ist ungeklärt. Es wird jedoch 
vermutet, dass RAGE mit der Differenzierung und Organisation des Lungenepithels 
assoziiert sein könnte [197, 198] bzw. eine Rolle bei der innaten Immunabwehr spielt. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfalls eine signifikant erhöhte Expression des 
RAGE-Gens sowie hohe RAGE-Protein-Konzentrationen im Lungengewebe der Ratte 
festgestellt. Die Lunge eignet sich daher sehr gut als Organ für die Bewertung der 
S100-RAGE-Interaktion in vivo.  
Die erhöhte temporäre Retention der 18F-S100-Proteine in der Lunge liefert einen 
Hinweis auf die Interaktion mit RAGE, welcher in hohen Konzentrationen in 
Endothelzellen und v. a. in den Alveolar-Zellen Typ I vorkommt [197, 198].  
Die Bindung der S100-Proteine an RAGE, d. h. die Bindung eines Rezeptors zum 
Liganden mit der Bildung eines Rezeptor-Ligand-Komplexes, basiert auf einem 
Gleichgewichtsprozess. Dieses chemische Gleichgewicht der Bindung des Liganden 
und dessen Dissoziation ist durch die Geschwindigkeit der Assoziation und der 
Dissoziation gekennzeichnet. Das Gleichgewicht ist erreicht, wenn die Rate der 
Komplexbildung und der Dissoziation gleich sind. 
Die in vivo-RAGE-Bindung der 18F-S100-Proteine in der Rattenlunge wird jedoch auch 
von anderen Faktoren beeinflusst: 
1) die Interaktion der 18F-S100-Proteinen mit anderen Zielstrukturen/Rezeptoren 
2) die Interaktion des RAGE mit endogenen Liganden der Ratte 
3) die schnelle glomeruläre Filtration der 18F-S100-Proteine 
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Die Interaktion der 18F-S100-Proteine mit dem endogenen RAGE der Lunge ist daher 
nur in der ersten Phase der PET-Messungen zu beobachten. In dieser Phase verteilt 
sich der Tracer im Körper, nachdem er nachfolgend, z. B. durch die glomeruläre 
Filtration bzw. die Zellaufnahme (Makrophagen etc.) eliminiert wird. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden in vivo-PET-Experimente in Gegenwart von sRAGE 
durchgeführt.  
Die Rolle des sRAGE als „Liganden-Einfang-Rezeptor“ in vivo wurde durch viele 
Autoren beschrieben [120, 199, 200]. So führte die Behandlung diabetischer ApoE-null-
Mäuse mit sRAGE zu einer Reduktion der Größe und Komplexität atherosklerotischer 
Läsionen [199].  
Die Behandlung dieser Mäuse mit sRAGE supprimierte die diabetische Atherosklerose 
ohne die Konzentrationen an glykosylierten Hämoglobin bzw. Cholesterol oder 
Triglyzeride zu beeinträchtigen. Außerdem konnte im Zusammenhang mit diesen 
Studien festgestellt werden, dass die Gewebe- und Plasma-Konzentrationen von AGEs 
in sRAGE-behandelten diabetischen Tieren reduziert waren [200]. Verschiedene 
klinische Studien zeigten, dass eine erhöhte Konzentration des esRAGE im Plasma mit 
kardiovaskulären und metabolischen Erkrankungen assoziiert ist [201]. Die sRAGE-
Behandlung erwies sich ebenfalls bei Tumorerkrankungen als nützlich. So supprimierte 
die Applikation von sRAGE das Tumorwachstum in Mäusen [202]. Diese 
Untersuchungen zeigen, dass sRAGE das Potential als therapeutischer Inhibitor für die 
Behandlung und Prävention von Entzündungs- bzw. Tumorerkrankungen hat. Jedoch 
kann die chemotaktische Wirkung des sRAGE auf Neutrophile [203] zum Auslösen 
einer Immunantwort führen. So wird die Rolle des sRAGE als therapeutisches Agens 
kontrovers diskutiert [85]. 
 
Bei den hier durchgeführten Hemmexperimenten mit sRAGE wurde sRAGE 5 min vor 
der Injektion des Tracers in einem ca. 50-fach molaren Überschuss zum 18F-S100A12 
i. v. appliziert. Die aus den PET-Datensätzen berechneten Zeit-Aktivitätskurven zeigten 
in der ersten Verteilungsphase des 18F-S100A12 einen Inhibierungseffekt bei der 
Interaktion mit dem Lungengewebe. Im Gegensatz dazu konnten im Blutpool keine 
Veränderungen der Verweildauer des 18F-S100A12 in Gegenwart von sRAGE 
gemessen werden. In dieser Untersuchung konnte die Lungen-Retention des 18F-
S100A12 durch Gabe von sRAGE bis max. 15% inhibiert werden. Eine mögliche 
Erklärung ist, dass die 18F-S100A12-Proteine in vivo an den im Blut zirkulierenden 
sRAGE binden und so nicht mit anderen Zielstrukturen, wie z. B. RAGE, interagieren 
können. Weiterhin ist denkbar, dass dissoziierter sRAGE mit endogenen Liganden 
(S100-Proteinen, AGEs, HMGB-1 etc.) interagieren. Hierbei ist zu betonen, dass in 
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Nagern kein endogenes S100A12 zu finden ist [30]. Dies ist ein Vorteil bei in vivo-
Untersuchungen mit 18F-S100A12-Proteinen in Wistar-Ratten, wobei jedoch beachtet 
werden sollte, dass das S100A8-Protein als Funktionshomolog des S100A12 diskutiert 
wird [31, 32]. Dissoziierter sRAGE kann ebenfalls durch andere zellulären 
Zielstrukturen gebunden werden. So konnte von Pullerits und Kollegen gezeigt werden, 
dass sRAGE mit dem Leukozyten-Integrin Mac-1 interagieren kann [203]. Ebenso kann 
dissoziiertes 18F-S100A12 mit anderen Zielstrukturen interagieren bzw. eliminiert 
werden. Eine dritte Überlegung gilt dem in vivo-Verhalten des 18F-S100A12-sRAGE-
Komplexes. Dabei sind einige metabolische Wege denkbar, wie die Elimination des 
Komplexes durch Makrophagen. So beeinträchtigte die Anwesenheit von sRAGE das 
kinetische Verhalten der 18F-S100A12-Proteine in Leber und Nieren. In der Leber fand 
in Gegenwart von sRAGE eine schnellere, in den Nieren dagegen eine verzögerte 
Elimination des 18F-S100A12 statt. Eine mögliche Erklärung wäre, dass der 18F-
S100A12-sRAGE-Komplex von den sessilen Makrophagen der Leber erkannt und 
eliminiert wird. Die verzögerte Kinetik in den Nieren durch Applikation von sRAGE 
könnte dadurch begründet werden, dass der 18F-S100A12-sRAGE-Komplex (MW = ca. 
50 kDa) jetzt aufgrund seines Molekulargewichts nicht glomerulär filtriert, sondern erst 
degradiert wird. 
 
Die Inhibierung der 18F-S100A12-Interaktion durch glykierte LDL (glykLDL) erzielte 
u. a. eine längere Verweildauer des 18F-S100A12 in der Blutzirkulation. GlykLDL 
zählen zu den Liganden von RAGE [142] und Scavenger-Rezeptoren [173, 174]. Sie 
verteilen sich nach i. v. Applikation in vivo und besetzen Rezeptoren bzw. 
Zielstrukturen, die für die 18F-S100A12-Bindung eine Rolle spielen. 18F-S100A12-
Proteine können nun nicht mehr an die blockierten Rezeptoren binden und verweilen 
länger im Blut. Durch die Applikation von glykLDL konnte auch im Lungengewebe eine 
verringerte Radioaktivitätskonzentration gemessen werden. Da die Lunge neben dem 
Herzen das am stärksten durchblutete Organ ist, ist die erhöhte Tracer-Akkumulation in 
der Lunge in diesem Fall v. a. durch die erhöhte Blutzirkulation des 18F-S100A12 
begründet.  
Die Applikation von glykLDL führte zu keinen kinetischen Veränderungen des 
18F-S100A12 in Leber und Nieren. Die Elimination der 18F-S100A12-Proteine durch die 
Anwesenheit von glykLDL wurde demnach nicht beeinträchtigt. Somit kann 
geschlussfolgert werden, dass die für den Abbau und die Ausscheidung von 18F-
S100A12 verantwortlichen Wege (v. a. glomeruläre Filtration) durch glykLDL nicht 
inhibiert werden. 
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Die verlängerte Verweildauer der 18F-S100A12-Proteine in der Blutzirkulation in 
Gegenwart von glykLDL kann durch die Inhibierung des endogenen RAGE aber auch 
durch die Blockade anderer S100-Zielstrukturen begründet sein. Jedoch kann davon 
ausgegangen werden, dass diese Rezeptoren weniger bei der in vivo-Elimination von 
18F-S100-Proteinen involviert sind. 
4.5.2 In vivo-Interaktion mit Leber und Milz 
Die Hauptakkumulation der 18F-S100-Proteine findet in der Leber und den Nieren statt. 
Die ermittelte Radioaktivität in den Nieren ist v. a. durch die glomeruläre Filtration bzw. 
durch die Metabolisierung der 18F-S100-Proteine begründet.  
In den Bioverteilungs- und PET-Untersuchungen konnte bereits nach 5 min eine 
Radioaktivitäts-Anreicherung in der Leber detektiert werden. Die Leber garantiert 
multiple lebenswichtige metabolische Vorgänge der Homöostase, Entgiftung und 
Abwehr. Der Zellbesatz der Leber besteht zu 60-65% aus Parenchymzellen 
(Hepatozyten) und zu 35-40% aus Nicht-Parenchymzellen (sinusoidale Endothelzellen, 
Kupfferzellen, Lipozyten und PIT-Zellen) (Übersicht in [204]). Die Hepatozytenfraktion 
übernimmt den überwiegenden Teil der metabolischen Funktionen, die 
Biotransformation und Exkretionsfunktion der Leber. Kupfferzellen sowie 
Endothelzellen gehören zum retikuloendothelialen System (RES), dessen Funktion es 
ist, Abwehrreaktionen durchzuführen [205]. Kupfferzellen sind die sessilen 
Lebermakrophagen und repräsentieren die größte Population von Gewebs-
Makrophagen im Körper [206]. Ihre Funktion besteht in der Phagozytose potentieller 
Pathogene sowie körpereigener und körperfremder Makromoleküle und in der 
Freisetzung löslicher Mediatoren wie Zytokine, Prostanoiden und reaktiven 
Sauerstoffspezies [207].  
Die Milz zählt zu den lymphatischen Organen und ist das Kontrollorgan des Blutes. 
Durch den besonderen Aufbau der Milz, der eine Beziehung zwischen dem 
lymphatischen Gewebe und dem Blutgefäßsystem herstellt, ist sie auch gleichzeitig ein 
Organ des Immunsystems. In der Milz gibt es viele Subtypen von Makrophagen, wie 
die Gewebs-Makrophagen der roten und weißen Pulpa, die Marginalzonen-
Makrophagen und Marginalmetallophilen Makrophagen [208, 209].  
Die geringe Expression von RAGE im Leber und Milzgewebe schließt RAGE als 
Haupt-Interaktionspartner von 18F-S100-Proteinen in diesen Organen aus. Die 
beobachtete Akkumulation der 18F-S100-Proteine in der Leber und Milz kann durch die 
Aktivität der residenten Makrophagen in diesen Organen begründet werden. Ebenso 
können sinusoidale Endothelzellen eine Rolle bei der Zellassoziation von 18F-S100-
Proteinen spielen.  
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Die Inhibierung durch Maleinanhydrid-modifiziertes BSA (malBSA) zeigte sehr 
deutliche Effekte in der Verteilung und Gewebeakkumulation des 18F-S100A12 in 
Ratten. So konnten durch Gabe von malBSA in PET- und v. a. in Bioverteilungs-
Untersuchungen deutlich verringerte Radioaktivitätskonzentrationen in Leber und Milz, 
und deutlich erhöhte Radioaktivitäts-Konzentrationen im Blut detektiert werden. Die 
kinetischen Daten, die aus den Zeit-Aktivitätskurven erhalten wurden, zeigten eine 
längere Verweildauer des 18F-S100A12 im Blutpool des Herzens und in den Lungen. 
Andererseits wurde in Gegenwart von malBSA eine verzögerte Kinetik in der Leber 
gemessen. Die Akkumulation und Kinetik in den Nieren blieb unbeeinflusst. 
MalBSA wird als universeller Scavenger-Rezeptor diskutiert [145, 146, 210]. Bereits 
Dresel und Kollegen zeigten anhand von in vitro-Bindungsstudien, dass malBSA an 
isolierte und gereinigte Scavenger-Rezeptoren binden kann. Außerdem konnte mittels 
Ratten-Szintigraphie ermittelt werden, dass die Leber das Hauptorgan für die 
Ausscheidung von acetylierten LDL und malBSA ist [210].  
Scavenger-Rezeptoren der Klasse A(I/II) werden auf Kupffer-Zellen und sinusoidalen 
Endothelzellen der Leber in großer Menge synthetisiert [211-213]. Auf den 
sinusoidalen Endothelzellen der Leber sind SR-A-Rezeptoren u. a. bei der Bindung 
und im Abbau von Aldehyd-modifiziertem Albumin involviert [179]. Stehle und Kollegen 
stellten anhand von 131I-Heparin-Szintigraphien sowie Bioverteilungsstudien an Ratten 
unter Gabe von malBSA eine erhöhte Radioaktivitätskonzentration im Blut und eine 
inhibierte Leberaufnahme des radioaktiven Tracers fest. Sie schlussfolgerten daraus 
eine Leberaufnahme des 131I-Heparins über Scavenger-Rezeptoren. Diese Ergebnisse 
decken sich mit den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Daten zur 18F-S100A12 
Kinetik bzw. Bioverteilung in Ratten in Gegenwart von malBSA.  
In der vorliegenden Arbeit konnte außerdem ein inhibierender Effekt der 
Milzanreicherung des 18F-S100A12 durch Gabe von malBSA ermittelt werden. Da die 
Milz ein sehr blutreiches Organ ist, könnte man davon ausgehen, dass die 18F-
S100A12-Proteine sich in der Milz wie im Blutpool des Herzens verhalten. Im 
Gegensatz zum Blutpool des Herzens, wird jedoch die Akkumulation der 18F-S100-
Proteine in der Milz durch malBSA inhibiert. Dies könnte durch eine Traceraufnahme 
von den Makrophagen der Milz begründet sein. Die Marginalzonen-Makrophagen der 
Milz exprimieren Makrophagen-Rezeptoren mit Kollagenstruktur (MARCO) [214, 215]. 
MARCO gehört zu den Scavenger-Rezeptoren der Klasse A und wurde nur in der Milz 
und peritonealen Makrophagen entdeckt, nicht in anderen Geweben [214].  
Die in vivo-Untersuchungen unter Gabe von malBSA unterstützen die Hypothese, dass 
18F-S100A12 neben RAGE mit Scavenger-Rezeptoren interagieren kann, und dass die 
gemessene Radioaktivitätsakkumulation in Leber und Milz durch Scavenger-
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Rezeptoren vermittelt wird. Die Inhibierungen der 18F-S100-Zellbindung durch malBSA 
in den in vitro-Experimenten an THP-1-Makrophagen und HAEC stehen somit im 
Einklang mit den hier gezeigten in vivo-Untersuchungen. Die Spezifität des Scavenger-
Inhibitors malBSA ist jedoch nicht eindeutig. So formulierten Nakamura und Kollegen in 
Bezug auf die Heparinaufnahme eine Einteilung in malBSA-sensitive Scavenger-
Rezeptoren, zu denen SR-A gehört und malBSA-insensitiven Scavenger-Rezeptoren 
an Kupfferzellen der Ratte [216, 217]. Acton und Kollegen konnten eine Bindung von 
malBSA zu CD-36 und SR-B1 feststellen [146]. Der Einfluss einer speziellen Klasse 
von Scavenger-Rezeptoren bei der 18F-S100-Verteilung, -Kinetik und dem -
Metabolismus in vivo konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden. 
4.5.3 In vivo-Metabolismus von 18F-S100-Proteinen 
Die Ausscheidung der injizierten 18F-S100-Proteine erfolgte hauptsächlich renal durch 
die Niere und zum geringen Maß hepatobiliär über die Leber. Bereits 5 min p. i. 
konnten 23 ± 7% ID und 60 min p. i. 47 ± 5% ID der Radioaktivität im Urin detektiert 
werden. Die renale Elimination des S100A1 und S100B wurde bereits von Usui und 
Kollegen bzw. von Jönsson und Kollegen nachgewiesen [218, 219]. Die 18F-S100-
Proteine werden aufgrund ihrer Größe von ca. 10 kDa glomerulär filtriert, aber auch 
metabolisiert. So konnten im Rahmen dieser Arbeit neben den 18F-S100-Protein-
Monomeren und -Dimeren auch Metaboliten, wie die 4-[18F]Fluorhippursäure in 
Urinproben detektiert werden. 4-[18F]Fluorhippursäure ist ein häufiger Metabolit bei 18F-
fluorbenzoylierten Peptiden und Proteinen [149, 220, 221]. Bei der Hydrolyse von 18F-
S100-Proteinen entsteht [18F]Fluorbenzoesäure. 4-[18F]Fluorhippursäure kann 
anschließend aus der 4-[18F]Fluorbenzoesäure durch eine Reaktion mit Glycin 
entstehen [222, 223]. Bei den beiden anderen Metaboliten, die mittels HPLC detektiert 
werden konnten, handelt es sich wahrscheinlich um [18F]Fluorbenzoyl-Glucuronide 
oder -Sulfate.  
 
Die in vivo-Untersuchungen von 18F-S100-Proteinen mittels PET bzw. anhand von 
Bioverteilungsuntersuchungen zeigten, dass es möglich ist, den Metabolismus 
extrazellulär zirkulierender S100-Proteine zu untersuchen sowie deren Interaktion mit 
Zielstrukturen bzw. Geweben zu analysieren. Die Interaktion mit dem Lungengewebe 
bzw. die Hemmung dieser Retention durch sRAGE, weisen darauf hin, dass 18F-S100-
Proteine auch in vivo an RAGE binden können. Die Akkumulation der 18F-S100-
Proteine in der Leber bzw. die Inhibierung dieser Anreicherung durch malBSA, einem 
Scavenger-Rezeptor-Inhibitor, unterstützt die Annahme, dass S100-Proteine ebenfalls 
mit Scavenger-Rezeptoren interagieren können. Eine bildgebende Charakterisierung 
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von RAGE mittels PET unter Verwendung von 18F-S100-Proteinen kann somit nur 
bedingt durchgeführt werden, da diese ebenfalls mit anderen Zielstrukturen 
interagieren können. 
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5 Schlussfolgerungen und Ausblick 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Fluor-18-markierte S100-Proteine (18F-S100) 
entwickelt und biochemisch in vitro und in vivo charakterisiert. Die präsentierten 
Ergebnisse liefern erstmalig Aussagen zum Metabolismus von extrazellulär 
zirkulierenden 18F-S100-Proteinen in vivo sowie eine funktionelle Charakterisierung 
ihrer biologischen Zielstrukturen.  
 
Die humanen S100-Proteine S100A1, S100A12 und S100B wurden unter nativen 
Bedingungen gereinigt und konnten in hohen Reinheitsgraden bereitgestellt werden. 
Die nachfolgende Radiomarkierung der rekombinanten S100-Proteine mittels N-
Succinimidyl-4-[18F]fluorbenzoesäure ([18F]SFB) resultierte in biologisch 
funktionstüchtigen 18F-S100-Proteinen. Optimierbar sind jedoch die geringen effektiven 
spezifischen Aktivitäten der 18F-S100-Proteine. Der Einsatz anderer 18F-markierter 
Agenzien bei der radioaktiven Markierung von S100-Proteinen bzw. eine 
Radiomarkierung über Click-Chemie, liefern einen Ansatzpunkt zur Verbesserung der 
Markierungsausbeuten und der effektiven spezifischen Aktivitäten. Ebenfalls denkbar 
ist die Verwendung von S100-Oligomeren, die eine größere Anzahl frei zugänglicher 
Aminogruppen aufweisen und somit bessere radiochemische Markierungsausbeuten 
liefern könnten. Zudem gibt es Hinweise, dass multimere Formen von S100-Proteinen 
eine höhere Affinität zu RAGE besitzen als dimere Formen [224]. Fritz und Kollegen 
konnten dies am Beispiel des S100B nachweisen [10].  
Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten in vitro-Bindungsuntersuchungen 
konnte eine Interaktion von 18F-S100-Proteinen mit RAGE gezeigt werden. Dies belegt 
die Funktionalität der 18F-S100-Proteine und bekräftigt damit die Vorteile der milden 
18F-Radiomarkierung mittels [18F]SFB. Neben RAGE wurden Interaktionen mit anderen 
Zielstrukturen, wie zelluläre Glykokonjugate und Scavenger-Rezeptoren, festgestellt. 
Dies unterstützt die Hypothese, dass RAGE nicht der alleinige Interaktionspartner für 
S100-Proteine ist. Um die in vitro-Bindungsaffinität von S100-Proteinen zu RAGE bzw. 
zu anderen Zielstrukturen mit quantitativen Daten zu untersetzen, ist die Bestimmung 
des Kd -Wertes im Rahmen von Bindungsassays erforderlich.  
Die in vivo-Untersuchungen von 18F-S100-Proteinen mittels PET bzw. 
Bioverteilungsuntersuchungen zeigten, dass es möglich ist, den Metabolismus 
extrazellulär zirkulierender S100-Proteine zu untersuchen sowie deren Interaktion mit 
Zielstrukturen bzw. Geweben zu analysieren. Die temporäre Interaktion mit dem 
Lungengewebe bzw. die Hemmung dieser Retention durch sRAGE sind Hinweise 
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dafür, dass 18F-S100-Proteine auch in vivo an RAGE binden können. Weiterführende 
Untersuchungen zum metabolischen Schicksal eines 18F-S100-sRAGE-Komplexes 
können Aufschlüsse zum in vivo-Verhalten und Metabolismus extrazellulärer S100-
Proteine in pathophysiologischen Situationen liefern, bei denen hohe extrazelluläre 
Konzentrationen an sRAGE festgestellt wurden. Diese weiterführenden 
Untersuchungen beinhalten unter anderem die 18F-Markierung des sRAGE und dessen 
Einsatz in PET-Untersuchungen. 
Die Akkumulation der 18F-S100-Proteine in Leber und Milz bzw. die Inhibierung dieser 
Anreicherungen durch Maleinanhydrid-modifiziertes BSA weisen darauf hin, dass 
S100-Proteine auch in vivo mit Scavenger-Rezeptoren interagieren. Diese Ergebnisse 
können beispielsweise durch in vitro-Bindungsstudien an Scavenger-Rezeptor-
überexprimierenden Zellen verifiziert werden. Weiterführende in vivo-Untersuchungen 
zur Rolle der einzelnen Scavenger-Rezeptor-Klassen bzw. zur Rolle der einzelnen 
Makrophagen-Spezies würden zum besseren Verständnis des Metabolismus 
extrazellulärer S100-Proteine beitragen. 
Die funktionelle Charakterisierung von RAGE in vivo mittels Kleintier-PET unter 
Verwendung von 18F-S100-Proteinen muss aufgrund der Ergebnisse zur S100-Bindung 
an multiple Zielstrukturen kritisch bewertet werden. Durch dynamische PET-
Untersuchungen mit 18F-S100-Proteinen an RAGE-knock out- bzw. -knock down-
Mäusen im direkten Vergleich zu RAGE-tragenden Mäusen ist es möglich, detaillierte 
Aussagen zur physiologischen Bedeutung von RAGE bei der Interaktion von S100-
Proteinen in vivo zu treffen. Ein weiterer Ansatz für die funktionelle in vivo-
Charakterisierung von RAGE ist die Herstellung und Verwendung anderer 18F-
markierter RAGE-Liganden, wie z. B. HMGB-1. Es sollte jedoch beachtet werden, dass 
es ebenfalls möglich ist, dass diese Liganden mehrere Bindungspartner besitzen. 
Aufgrund dessen wird sich die in vivo-Charakterisierung von Multi-Ligand-Rezeptoren 
wie RAGE, im Allgemeinen sehr schwierig gestalten.  
Im Hinblick auf eine klinische Anwendung der 18F-S100-Proteinen als Radiopharmaka 
konnten im Rahmen dieser Arbeit folgende Erkenntnisse gewonnen werden:  
 
(A) Anhand der PET-Untersuchungen wurde gezeigt, dass 18F-S100-Proteine in 
vivo stabil sind. Sie erfüllen somit eine wichtige Voraussetzung zur in vivo-
Untersuchung mittels PET.  
(B) Aufgrund der Bindung an verschiedene Zielstrukturen (RAGE, Scavenger-
Rezeptoren, Glykokonjugate auf der Zelloberfläche) können keine 
spezifischen Aussagen zum Pathomechanismus eines Krankheitsbildes in 
Bezug auf RAGE getroffen werden.  
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(C) Die Akkumulation von 18F-S100-Proteinen mit verschiedenen Geweben 
(Leber, Niere, Milz etc.) erschwert die Abgrenzung entzündlicher Läsionen 
bzw. von Tumoren vom umliegenden Gewebe.  
(D) Darüber hinaus ist die Herstellung proteinmarkierter PET-Tracer unter GMP-
Bedingungen sehr problematisch.  
 
Im Gegensatz zur klinischen Anwendung von 18F-S100-Proteinen als Radiopharmaka 
in der Diagnostik können 18F-S100-Proteine jedoch im experimentellen Bereich für die 
Untersuchungen von Entzündungs- bzw. Tumorerkrankungen herangezogen werden. 
Damit ist es möglich, die Rolle von zirkulierenden S100-Proteinen in 
pathophysiologischen Situationen näher zu analysieren.  
So wurden im Fortgang dieser Arbeit Untersuchungen von 18F-S100A12-Proteinen in 
Entzündungsmodellen durchgeführt. Dazu wurden Wistar-Ratten s. c. mit dem 
Phorbolester 12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Azetat behandelt, was zur Entwicklung 
entzündlicher Läsionen führte. Auf der kontralateralen Seite wurden die Ratten s. c. mit 
physiologischer Kochsalzlösung behandelt. Diese Ratten wurden anschließend für 
PET-Untersuchungen mit 18F-S100A12 verwendet. Abbildung 5-1 zeigt eine PET-
Aufnahme, eine MRT-Aufnahme sowie ein Fusionsbild beider Aufnahmen als Ergebnis 
einer repräsentativen Untersuchung. 
 
 
 
Abbildung 5-1: 
18
F-S100A12-Akkumulation in einer entzündlichen Läsion in vivo. Gezeigt 
sind repräsentative koronare Aufnahmen einer Ratte mit einer entzündlichen Läsion (Pfeil). Die 
Untersuchungen erfolgten mittels Kleintier-PET (links) und Kleintier-MRT (Mitte). Das rechte 
Bild zeigt die Fusion beider Aufnahmen unter Berücksichtigung der korrekten anatomischen 
Zuordnung der 18F-Radioaktivitätskonzentrationen. Die Pfeile markieren die entzündliche Läsion 
am rechten Ohr. Die rot-braune Farbe kennzeichnet die höchsten Aktivitätskonzentrationen im 
linken Bild. In der Bildfusion (rechts) sind die höchsten Aktivitätskonzentrationen gelber Farbe 
dargestellt. 
 
 
Bei den in Abbildung 5-1 gezeigten Untersuchungen ist im Vergleich zur 
kontralateralen Kochsalzkontrolle eine deutliche Radioaktivitäts-Akkumulation in der 
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entzündlichen Läsion zu sehen (siehe Pfeil). Da es sich um erste PET-Experimente an 
diesem Krankheitsmodell handelt, muss darauf hingewiesen werden, dass 
Untersuchungen zur Spezifität der hier gezeigten Akkumulation des 18F-S100A12 noch 
ausstehen. Im Unterschied zum gesunden Gewebe ist die Endothelzellschicht der 
Kapillaren in der entzündlichen Läsion fenestriert und porös, so dass Makromoleküle 
passiv diffundieren können. Untersuchungen hinsichtlich dieses, aus der Tumorbiologie 
bekannten EPR-Effekts (enhanced permeability and retention) [225] können unter der 
Verwendung von 18F-markiertem Albumin durchgeführt werden. 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit machen deutlich, dass 18F-S100-Proteine das 
Potential haben, als experimentelles Werkzeug für die Untersuchung von S100-
Protein-assoziierten Erkrankungen angewendet zu werden. 
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6 Zusammenfassung 
 
Die Interaktion von S100-Proteinen mit dem Rezeptor für advanced glycation 
endproducts (RAGE) wird als hoch relevant bei der Entstehung, Manifestation und 
Progression verschiedener entzündlicher Erkrankungen sowie bei der Tumorigenese 
gewertet. Das tiefergehende Verständnis der Interaktion von S100-Proteinen mit RAGE 
in vivo stellt eine wissenschaftliche Herausforderung dar und ist ein Ansatz für 
therapeutische Interventionen. Darüber hinaus stellen Untersuchungen zum 
Metabolismus von extrazellulär zirkulierenden S100-Proteinen in vivo einen 
vielversprechenden Forschungsansatz zur Analyse von S100-Protein-assoziierten 
Erkrankungen dar. 
Die einzigartigen Eigenschaften der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) als 
nicht-invasives bildgebendes Verfahren erlauben die Darstellung und quantitative 
Erfassung biochemischer Prozesse mit der Möglichkeit zelluläre und molekulare 
Reaktionswege aufzuzeigen sowie in vivo-Mechanismen von Krankheiten im Kontext 
eines physiologischen Umfeldes darzulegen. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Fluor-18-markierte S100-Proteine (18F-S100) 
herzustellen, diese biochemisch, radiochemisch und radiopharmakologisch zu 
charakterisieren und deren Metabolismus und Interaktion mit RAGE in vivo mittels 
Kleintier-PET am Tiermodell zu untersuchen. 
 
Es wurden die mit RAGE interagierenden S100-Proteine S100A1, S100A12 und 
S100B in biologisch funktioneller Form hergestellt. Dazu wurden die entsprechenden 
S100-Gene in den prokaryotischen Expressionsvektor pGEX-6P-1 kloniert. Mit diesen 
Konstrukten wurden E. coli-Zellen transformiert, aus denen nachfolgend die S100-
Proteine isoliert und gereinigt werden konnten. Es konnte eine Reinigung unter nativen, 
milden Bedingungen etabliert werden, die es ermöglichte, S100A1, S100A12 und 
S100B in biologisch aktiver Form und in hohen Reinheitsgraden (> 95%) für die 
nachfolgenden Experimente bereitzustellen.  
Diese S100-Proteine wurden über den 18F-tragenden Aktivester N-Succinimidyl-4-
[18F]fluorbenzoesäure ([18F]SFB) radioaktiv markiert und charakterisiert. Dabei konnte 
sichergestellt werden, dass die 18F-S100-Proteine in vitro und in vivo stabil sind. 
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die radioaktive Markierung keine 
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Beeinträchtigung auf die biologische Funktionalität der S100-Proteine hat. Dies wurde 
anhand von sRAGE-Bindungsuntersuchungen sowie Zell-Interaktionsuntersuchungen 
an konfluenten Endothelzellen (HAEC) und an zu Makrophagen differenzierten THP-1-
Zellen (THP-1-Makrophagen) verifiziert. Für die Untersuchung der RAGE-Bindung war 
die Produktion des löslichen sRAGE bzw. die Generation von flRAGE-
überexprimierenden Zellen erforderlich. Beide Konstrukte wurden in geeigneten 
Zellsystemen exprimiert und das sRAGE-Protein wurde in biologisch aktiver Form 
synthetisiert und gereinigt (Reinheitsgrad > 97%). 
Die 18F-S100-Bindung an THP-1-Makrophagen und HAEC wurde in Gegenwart von 
glykierten LDL (glykLDL) sowie sRAGE signifikant inhibiert, was auf eine RAGE-
Interaktion hinweist. Weiterhin konnten durch den Einsatz von Scavenger-Rezeptor-
Liganden, wie z. B. Maleinanhydrid-modifiziertes BSA (malBSA) bzw. von Lektinen 
inhibierende Effekte erzielt werden. Dies ist ein Indiz für die 18F-S100-Interaktion mit 
Scavenger-Rezeptoren und Glykokonjugaten an der Zelloberfläche. Durch die 
Untersuchungen mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie an THP-1-
Makrophagen wurde eine Zellaufnahme des Fluoreszein-markierten S100A12 
festgestellt. Weiterhin konnten Kolokalisationen mit Lektinen detektiert werden. 
Das metabolische Schicksal extrazellulär zirkulierender 18F-S100-Proteine in vivo 
wurde mit Hilfe dynamischer PET-Untersuchungen bzw. anhand von Bioverteilungs-
Untersuchungen in männlichen Wistar-Ratten analysiert. Die Hauptakkumulation der 
Radioaktivität wurde in der Leber und in den Nieren detektiert. In diesen Organen 
findet der Metabolismus bzw. die glomeruläre Filtration der 18F-S100-Proteine statt. 
In den Untersuchungen zur Genexpression mittels Echtzeit-PCR sowie im 
immunchemischen Proteinnachweis am Western Blot wurde eine hohe Expression und 
Proteinbiosynthese des RAGE in der Lunge ermittelt. Die Lunge eignet sich daher als 
„Referenz“-Organ für eine funktionelle in vivo-Charakterisierung von RAGE mit 18F-
S100-Proteinen.  
Bei den durchgeführten PET-Untersuchungen konnte eine temporäre 18F-S100-
Interaktion mit dem Lungengewebe festgestellt werden. Die Retention des 18F-
S100A12 in der Lunge wurde in Gegenwart von sRAGE inhibiert. Dies ist ein Hinweis 
dafür, dass 18F-S100-Proteine auch in vivo an RAGE binden können.  
Die Radioaktivitäts-Akkumulation in den Organen Leber und Milz, die eine Vielzahl von 
sessilen Makrophagen aufweisen, wurde durch die Applikation von malBSA inhibiert. 
Dies ist ein Indiz dafür, dass 18F-S100-Proteine in vivo mit Scavenger-Rezeptoren 
interagieren können.  
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Die vorliegende Arbeit liefert deutliche Hinweise darauf, dass RAGE nicht der alleinige 
Rezeptor für 18F-S100-Proteine ist.  
Der Einsatz von 18F-S100-Proteinen als experimentelles Werkzeug in dynamischen 
PET-Untersuchungen birgt das Potential einer Charakterisierung von S100-Protein-
assoziierten, pathophysiologischen Prozessen. 
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8 Anhang 
8.1 Vektorkarten 
 
Vektorkarte: pGEX-6P-1-S100A1 
 
pGEX-S100A1
5260 bps
1000
2000
3000
4000
5000
BspMI
EcoNI
BalI
AsuII
SwaI
BamHI
EcoRI
AvaI
Bpu1102
Ecl136
SacI
NotI
XmaIII
TthI
BsaAI
AatII
Eam1105
AlwNI
PflMI
MluI
BstEII
BssHII
EcoRV
BbeI
EheI
KasI
NarI
Bsu36
DsaI
tac
GST
S100A1
Amp
pBR322
lac
 
 
 
 
Vektorkarte: pGEX-6P-1-S100A12 
 
pGEX-S100A12
5242 bps
1000
2000
3000
4000
5000
BspMI
EcoNI
BalI
AsuII
SwaI
BamHI
EcoNI PflMI
StyI
StuI
BsaBI
AccI
SalI
EcoRI
NotI
TthI
BsaAI
AatII
PstI
BsaI
Eam1105
AlwNI
PflMI
MluI
BstEII
BssHII
EcoRV
BbeI
EheI
KasI
NarI
Bsu36
DsaI
tac
GST
S100A12
Amp
pBR322
lac
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Vektorkarte: pGEX-6P-1-S100B 
 
pGEX-S100B
5243 bps
1000
2000
3000
4000
5000
BspMI
EcoNI
BalI
AsuII
SwaI
BamHI
SfiI
Ecl136
SacI
EcoRI
NotI
XmaIII
BsaAI
AatII
PstI
BsaI
Eam1105
AlwNI
PflMI
MluI
BstEII
BssHII
EcoRV
BbeI
EheI
KasI
NarI
Bsu36
tac
GST
S100B
Amp
pBR322
lac
 
 
 
 
 
 
Vektorkarte: pSecTag2B-sRAGE 
pSecTag-sRAGE
6095 bps
1000
2000
3000
4000
5000
6000
BglII
NruI
MluI
SpeI
NdeI
SnaBI
Ecl136
SacI
NheI
SfiI
HindIII
PpuMI
BamHI
TthI
Sse8387
BstEII
Bsu36
EcoRI
EcoRV
NotI
XhoI
XbaI
PmeI
BbsI
AvrII
BssHII
SgrAI
BtrI
FseI
BsmI
Bst1107
Eam1105
PvuI
ScaI
SspI
pCMV
Igk-Signal-Sequenz
sRAGE
BGH pA
pSV40
Zeocin
Amp
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Vektorkarte: pIRES2-AcGFP1-flRAGE 
pIRES-flRAGE
6806 bps
1000
2000
3000
4000
5000
6000
AseI
NdeI
SnaBI
NheI
AfeI
Eco47-3
BglII
SanDI
Sse8387
ScaI
XhoI
Ecl136
SacI
EcoRI
SalI
SacII
Psp1406
XmnI
PmaCI
BtrI
BssHII
NotI
XbaI
HpaI
AflII
SexAI
ClaI
RsrII
ApaLI
pCMV
flRAGE
IRES
AcGFP1
SV40
SV40ori
Kan/Neo
pUCori
 
 
 
8.2 Aminosäuresequenzen von RAGE und S100A1, S100A12, 
S100B 
 
Humaner flRAGE: 
 
1 MAAGTAVGAW VLVLSLWGAV   VGAQNITARI    GEPLVLKCKG   APKKPPQRLE   WKLNTGRTEA 
61  WKVLSPQGGG  PWDSVARVLP  NGSLFLPAVG   IQDEGIFRCQ    AMNRNGKETK  SNYRVRVYQI 
121  PGKPEIVDSA     SELTAGVPNK   VGTCVSEGSY  PAGTLSWHLD  GKPLVPNEKG   SVKEQTRRH  
181  PETGLFTLQS     ELMVTPARGG  DPRPTFSCSF   SPGLPRHRAL   RTAPIQPRVW   EPVPLEEVQL  
241  VVEPEGGAVA    PGGTVTLTCE   VPAQPSPQIH   WMKDGVPLPL  PPSPVLILPE      IGPQDQGTYS  
301  CVATHSSHGP    QESRAVSISI     IEPGEEGPTA    GSVGGSGLGT  LALALGILGG     LGTAALLIGV   
361  ILWQRRQRRG   EERKAPENQE   EEEERAELNQ  SEEPEAGESS   TGGP 
 
1-22: Leader-Sequenz 
31-106: V-Domäne 
137-214: C1-Domäne 
252-308: C2-Domäne 
345-363: Transmembrandomäne 
364-404: Intrazelluläre Domäne 
 
Modifiziert nach Renard et al. [226] 
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Rekombinanter, humaner sRAGE: 
 
 
1              DRALP   AGAQNITARI    GEPLVLKCKG   APKKPPQRLE   WKLNTGRTEA 
61   WKVLSPQGGG  PWDSVARVLP  NGSLFLPAVG   IQDEGIFRCQ     AMNRNGKETK  SNYRVRVYQI 
121  PGKPEIVDSA    SELTAGVPNK   VGTCVSEGSY   PAGTLSWHLD   GKPLVPNEKG  VSVKEQTRRH 
181  PETGLFTLQS    ELMVTPARGG  DPRPTFSCSF   SPGLPRHRAL    RTAPIQPRVW   EPVPLEEVQL 
241  VVEPEGGAVA   PGGTVTLTCE   VPAQPSPQIH    WMKDGVPLPL  PPSPVLILPE     IGPQDQGTYS  
301  CVATHSSHGP   QESRAVSISI     IEPGEEGPTA    GSVGGSGLGT   LALHHHHHH 
 
Theoretisches Molekulargewicht: 35.600 Da  
 
 
S100A1 
 
GPLGSPEFMGSELETAMETLINVFHAHSGKEGDKYKLSKKELKELLQTELSGFLDAQKDVDAV
DKVMKELDENGDGEVDFQEYVVLVAALTVACNNFFWENS 
 
Theoretisches Molekulargewicht: 11.331 Da  
 
S100A12 
 
GPLGSMTKLE   EHLEGIVNIF  HQYSVRKGHF  DTLSKGELKQ  LLTKELANTI  KNIKDKAVIDE 
IFQGLDANQDE  QVDFQEFISLV  AIALKAAHYHTH KE 
 
Theoretisches Molekulargewicht: 10.986 Da 
 
S100B 
 
GPLGSMSELE    KAMVALIDVF    HQYSGREGDK    HKLKKSELKE    LINNELSHFL    
EEIKEQEVVD KVMETLDNDG    DGECDFQEFM  AFVAMVTTAC     HEFFEHE 
 
Theoretisches Molekulargewicht: 11.124 Da 
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